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RÉSUMÉ
Chez l’être humain, l’hypertension essentielle est associée à une augmentation
de la résistance périphérique vasculaire principalement due à une réduction du
diamètre de la lumière des petites artères de résistance. Ces dernières jouent un rôle
important dans le développement de l’hypertension artérielle et subissent des
changements de structure et de fonction qui contribuent aux complications et
dommages vasculaires. Ces changements incluent le remodelage vasculaire, la
croissance des cellules musculaires lisses vasculaires (CMLVs), la dysfonction
endothéliale, les modifications de tonus vasculaire et l’inflammation. Depuis une
dizaine d’années, beaucoup d’intérêt est accordé aux rôles des dérivés réactifs de
l’oxygène (DROs) dans les dommages vasculaires liés à l’hypertension artérielle. Les
DROs sont des molécules dérivées de la réduction de l’oxygène et sont présentement
reconnus comme des molécules de la signalisation intracellulaire qui, dans les
conditions physiologiques normales, sont impliqués dans le maintien de la fonction et
intégrité vasculaire. Dans les conditions pathophysiologiques, les DROs contribuent
aux dommages vasculaires à travers leur potentiel d’oxydation!réduction (redox) et
par la modification oxydative des protéines. Dans le modèle de rat spontanément
hypertendu SHR, il a été démontré que le niveau de stress oxydant était augmenté. Le
but de nos études était donc d’évaluer le rôle des DROs dans la régulation de la
signalisation calcique et de la contraction vasculaire dans le modèle SHR en
comparaison avec le modèle normotendus WKY. Puisque la phosphorylation des
protéines sur leurs résidus tyrosines est un des mécanismes les plus important dans le
contrôle des voies de signalisation intracellulaires menant à la prolifération,
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différenciation et croissance cellulaire, nous avons identifié certaines des voies de
l’activation des MAP kinases, protéines importantes dans la croissance des CMLVs,
par le peroxyde d’hydrogène (F1202). De plus, nous avons évalué si ces voies de
signalisation étaient altérées en hypertension artérielle. finalement et considérant le
fait que les niveaux de phosphotyrosines cellulaires étaient régulés par l’activité
antagoniste des protéines tyrosines kinases et des protéines tyrosines phosphatases
(PTPs), nous avons évalué si le peptide vasoactif Mgiotensine II (Ang II), qui joue un
rôle important dans le remodelage vasculaire en hypertension, induisait
l’inactivation!oxydation des PTPs dans les CMLVs. Nous avons évalué si cette
inactivation pouvait affecter les voies de signalisation intracellulaires menant à la
croissance des CMLVs en hypertension. Nos études démontrent que les DROs
augmentent les concentrations de calcium (Ca2) intracellulaires et induisent une
augmentation de la contraction vasculaire chez les $HR comparativement aux WKY.
Ces effets sont principalement dues à l’influx du Ca2 extracellulaire via les canaux
calciques de type L. Ces résultats s’expliquent par le fait qu’il y a une augmentation
de l’expression génique et protéique des canaux calciques de type L dans le modèle
SHR. De plus, nous démontrons que le F1202 augmente la phosphorylation des MAP
kinases chez le SHR par des mécanismes dépendants des protéines tyrosines kinases
et indépendants de la protéine kinase C. finalement, nous démontrons pour la
première fois, que l’Ang II induit une augmentation de l’oxydationlinactivation de
plusieurs PTPs, incluant SUP-2, dans les CMLVs des rats SUR et que la régulation à
la baisse de SUP-2 est associée à l’augmentation de la signalisation de AKT par l’Ang
II. Nos résultats soulignent l’importance des DROs comme molécules de signalisation
intracellulaires contribuant aux dommages vasculaires en hypertension artérielle.
VMots clés Hypertension essentielle, dérivés réactifs de l’oxygène, Angiotensine II,
signalisation calcique, croissance des CMLVs, oxydation des PTPs.
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ABSTRACT
Human essential hypertension is characterized by increased peripheral vascular
resistance to blood flow, due largely to reduced lumen diameter of resistance vessels.
The small arteries and arterioles that determine peripheral vascular resistance undergo
structural and functional changes that contribute to the vascular damage in
hypertension. These changes include vascular remodeling, increased growth of
vascular smooth muscle cells (VSMCs), endothelial dysfunction, increased reactivity
to contractile agents and inflammation. Over the last decade, the contribution of
reactive oxygen species (ROS) in the vascular damage in hypertension has been the
subject of much research interest. ROS are highly reactive byproducts of 02
metabolism and are presently recognized as intracellular signaling molecules that
regulate vascular function and integrity. Under pathological conditions ROS
contribute to vascular dysfunction and remodeling through their oxidationlreduction
(redox) potential and through oxidative modification of proteins. It has been clearly
established that in human hypertension and in many animal models of hypertension
(including the spontaneously hypertensive rat model SHR), there is an increase in the
bioavailability of ROS. The aims of our studies were to determine the role of ROS,
particularly hydrogen peroxide (H202) and superoxide anion (02) in the regulation of
VSMC Ca2 concentration ([Ca2j) and vascular contraction and to assess whether
redox-dependent Ca2 signaling and contraction are altered in hypertension. Since the
phosphorylation of proteins on tyrosine residues is one of the most important
regulatory celi signaling mechanisms, controlling cdl proliferation, differentiation and
migration, we investigated putative molecular mechanisms underlying MAP kinases
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activation by H202 in VSMCs and evaluated whether H202-induced actions are altered
in SHR ceils. Finally, and considering the fact that cellular phosphotyrosine levels are
reguiated by the antagonistic activities of protein tyrosine kinases and protein tyrosine
phosphatases (PTPs), we evaluated whether the vasoactive peptide Ang II, important
in vascular remodeling in hypertension, induces the inactivationloxidation of PTPs in
V$MCs. We also evaluated whether this inactivation alters growth signaling in
hypertension. Our resuits demonstrate that ROS increases vascular [Ca2j1 and
2+.
contraction, primarily via extracellular Ca influx. Whereas responses to H202 are
enhanced, 02 -mediated actions are blunted in SHR. These effects may relate to
differential activation of Ca2 channels in SHR. Enhanced activation of L-type Ca2
channels and increased Ca2 influx by H202 may contribute to increased Ca2
signaling in VSMCs from SHR. furthermore, we demonstrate that H202 increases
ERKY/2 and p3$MAP kinase activation through tyrosine kinase-dependent, PKC
independent mechanisms. Whereas ERK1/2 is reguiated by both receptor tyrosine
kinases (RTK) and non-receptor tyrosine kinases (NRTK), p3$MAP kinase is
regulated by NRTKs. Our findings identify an important foie for tyrosine kinases in
H202—induced phosphoiylation of MAP kinases in VSMCs. Upreguiation of these
processes may contribute to enhanced redox-dependent MAP kinase signaling in SHR
VSMCs. Finally, we show that Ang II increases phosphorylation of growth signaling
kinases in $HR by oxidation!inactivation of upstream PTPs. In SHR, $HP-2 oxidative
inactivation is increased and phosphorylation is reduced as compared to WKY. These
events are associated with augmented AKT signaling. Our findings identify ROS as
intracellular signaling molecuies contributing to the vascular damage in hypertension.
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INTRODUCTION
2CHAPITRE 1. HYPERTENSION ARTÉRIELLE
1.1 Epidémiologie
L’hypertension artérielle constitue une condition médicale chronique qui affecte
environ un quart de la population Nord Américaine et demeure un énorme facteur de
risque pour les maladies cardiovasculaires, incluant les accidents cérébraux
vasculaires, l’insuffisance cardiaque, l’insuffisance rénale chronique et les maladies
vasculaires périphériques (Chockalingam A et al. 2006).
1.2 Causes de l’hypertension
L’hypertension artérielle, de manière théorique, peut résulter d’une augmentation
du débit cardiaque et/ou d’une augmentation de la résistance vasculaire périphérique
(opposition offerte par les vaisseaux sanguins à la circulation sanguine). Plusieurs
facteurs de risque prédisposent à l’hypertension artérielle. Il s’agit de facteurs
individuels tels que l’âge et le sexe, de facteurs environnementaux tels que la
consommation élevée de sodium, d’alcool et de tabac; ou encore le stress et le manque
d’exercice. Finalement, d’autres facteurs tels que l’obésité ou le diabète peuvent
également contribuer à la survenue de l’hypertension artérielle chronique.
1.2.1 Hypertension primaire (Hypertension Essentielle)
Dans près de 90 à 95 % des cas, l’hypertension est dite essentielle/primaire ou
idiopathique, c’est-à-dire que les causes précises de la survenue de l’hypertension ne
sont pas connues. Dans ce cas, les facteurs génétiques jouent probablement un rôle
3très important. Chez l’être humain, l’hypertension essentielle constitue un trait
complexe, plurifactoriel et quantitatif sous contrôle polygénique. Elle est associée à
une augmentation de la résistance vasculaire périphérique principalement due à une
réduction du diamètre de la lumière des petites artères et artérioles de résistance.
Puisque la résistance est inversement proportionnelle au radius à la puissance quatre,
des petites modifications du diamètre peuvent avoir un impact significatif sur la
résistance vasculaire. Les petites artères et artérioles de résistance subissent des
changements de structure et de fonction en hypertension artérielle. Parmi ces
changements, la dysfonction endothéliale, l’augmentation de la réactivité vasculaire,
la croissance des cellules musculaires lisses vasculaires (CMLVs), la déposition de la
matrice extracellulaire et l’inflammation semblent contribuer de manière très
significative aux dommages vasculaires observés en hypertension artérielle (Schiffrin
EL, 2004).
1.2.2 Hypertension secondaire
Uhypertension dite secondaire, qui constitue 5 à 10% de tous les cas
d’hypertension, survient suite à une cause/pathologie connue incluant les maladies
rénales (insuffisance rénale), les troubles endocriniens (aldostéronisme primaire) ou
vasculaires (athérosclérose). L’origine de l’hypertension secondaire est dans la
majorité des cas rénaux (sténoses artérielles rénales, maladies rénales chroniques) et
de manière moins fréquente endocrinienne.
41.3 Définition
L’hypertension artérielle se définie par une augmentation de la pression artérielle
de manière chronique. La pression artérielle moyenne est déterminée par le débit
cardiaque et la résistance périphérique totale. Cette pression est obtenue par la mesure
de deux données. La première donnée, la plus haute, appelée pression systolique a lieu
lorsque le coeur exerce sa force maximale de contraction, la systole. La deuxième
donnée, la plus basse, appelée pression sanguine diastolique constitue la phase de
relaxation/dilatation du coeur et durant laquelle le coeur se remplit de sang, la diastole.
Ces données sont mesurées en millimètres de mercure. Une pression artérielle est
considérée normale lorsqu’elle est inférieure à 120/80; une pression se situant entre
120/80 et 139/89 se dite pré-hypertensive et une pression égale ou supérieure à 140/90
est considérée élevée.
La régulation de la pression artérielle chez l’humain dépend de plusieurs
systèmes. Dans ce chapitre, nous allons discuter de la contribution du système rénine
angiotensine, du système rénale et du système nerveux autonome dans la régulation de
la pression artérielle.
1.3.1 Rôle du système Rénine -Angiotensine
Le système rénine- angiotensine (RAS) joue un rôle important dans les réponses
physiologiques et pathophysiologiques du système cardiovasculaire. L’activité
normale de ce RAS est impliquée dans le maintient de la pression artérielle, la balance
des électrolytes ainsi que dans la croissance et différentiation cellulaire. L’activité
anormale du système rénine-angiotensine est associée à la pathophysiologie de
5maladies cardiovasculaires tels que l’hypertension artérielle, la crise cardiaque et
l’infarctus du myocarde (Nicholis MG et aï. 1998).
L’angiotensinogène, l’angiotensine I et langiotensine II (Ang II) sont des peptides
impliqués dans le maintient du volume sanguin et de la pression artérielle. Ces
peptides jouent un rôle important dans le RAS. Ce système consiste en une cascade
enzymatique aboutissant à la production d’Ang II, peptide vasoactif qui contribue à
plusieurs des dommages vasculaires observés en hypertension artérielle (figure 1).
Ces dommages incluent la génération des dérivés réactifs de l’oxygène (DROs) qui
contribuent de manière significative au remodelage vasculaire (voir ci-dessous)
observé en hypertension artérielle (Intengan HD et aï. 2001).
L’Ang II est un octapeptide produit systémiquement via le RAS classique ou
rénal, ou localement via le RAS tissulaire. La rénine est synthétisée et stockée par les
cellules juxtaglomérulaires de l’artériole afférente du glomérule rénal et est libérée, en
réponse à certains stimuli, dans la circulation sanguine. La rénine exerce ses actions
en se fixant sur les tissus tels que le foie, le coeur et les vaisseaux sanguins. Sa demi-
vie plasmatique est de 15 à 30 minutes. La synthèse de rénine s’effectue en réponse à
la baisse de la pression de perfusion sanguine, à une hypokaliémie et à une
hyponatrémie. Dans la voie classique de production de l’Ang II, la rénine circulante
synthétisée clive l’angiotensinogène, produit par le foie, pour former le décapeptide
angiotensine I. L’enzyme de conversion de l’angiotensine (ACE) est responsable de la
transformation de l’angiotensine I inactif en Ang II actif. Plusieurs des composantes
du RAS sont localisées dans les tissus. L’ACE existe dans le plasma (hormone
circulante), dans le milieu interstitiel et dans le milieu intracellulaire. L’ACE tissulaire
est présente dans tous les organes y compris les vaisseaux sanguins, le coeur, le
6cerveau, les reins, le foie et les poumons. L’ACE agit également sur le système
kallikréine/kinine en inactivant la bradykinine (peptide vasodilatateur) (Jandeleit
dahm K et al. 2006).
7Figure 1. Mécanismes biochimiques menant à la production des
peptides Angiotensines. AT-R= récepteur à Ï’angiotensine
mas-R= récepteur mas (récepteur de I’Angiotensine 1-7)
Adapté de ferrario CM et aï. Am J &rrdioÏ. 2006
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$L’Ang II interagit avec ses cellules cibles via des récepteurs à sept domaines
transmembranaires couplés à des protéines G (AT-l et AI-2) (Weir MR et al. 1999).
Via le récepteur AT-1, l’Ang II favorise l’augmentation de la pression artérielle par
différents mécanismes : elle induit une vasoconstriction des artérioles, ce qui
provoque une augmentation de la résistance vasculaire périphérique. De plus, l’Ang II
induit la croissance cellulaire, augmente l’inflammation au niveau des vaisseaux
sanguins (Intengan HD et al. 2001) et stimule la sécrétion d’aldostérone (honnone
sécrétée par les glandes surrénales), ce qui provoque une augmentation de la volémie
par réabsorption de sodium et d’eau au niveau des tubules proximaux des reins. De
plus, l’Ang II stimule la sécrétion de la vasopressine (aussi appelée hormone anti
diurétique) qui limite la perte d’eau dans les urines et stimule la soif en induisant une
plus grande absorption d’eau. D’un autre côte, à travers le récepteur AT-2, l’Ang II
semble induire des effets opposés à ceux observés suite à la stimulation du récepteur
AT-1 (Carey RM, 2005). En effet, l’Ang ii, à travers la stimulation de son récepteur
AT-2 induit une vasodilatation et une inhibition de la croissance cellulaire (Gallinat S
et al. 2000).
Depuis une dizaine d’années, il a été démontré que d’autres peptides, formés dans
la cascade enzymatique du système RAS, pourraient jouer un rôle important dans le
contrôle de la fonction cardiovasculaire. Parmi ces peptides, il a été démontré que
l’heptapeptide Ang 1-7 antagonisait plusieurs des effets cardiovasculaires de l’Ang II
(Ferrario CM, 1998). L’Ang 1-7 exerce ses actions au niveau des vaisseaux sanguins,
des reins et du cerveau. Ces actions incluent la vasodilatation (augmentation de la
libération de NO), l’amélioration de la fonction vasculaire et l’inhibition de la
prolifération des CMLVs (ferreira AJ et al. 2005). Au niveau du cerveau, l’Ang 1-7
9stimule la libération de vasopressine et facilite les baroreflexes. Dans les reins, 1’Ang
l-7 possède des effets diurétiques et natriurétiques en plus d’inhiber le transport de
sodium et de bicarbonate. Les effets cellulaires de 1’Ang 1-7 incluent la stimulation de
la libération de prostaglandine E2 et l’augmentation des actions vasodilatatrices de la
bradykinine (Ferrario CM, 199$). L’Ang l-7 peut être générée, à la fois à partir
d’Ang I et d’Ang II, par l’action de l’enzyme de conversion de l’angiotensine 2 (ACE
2), ce qui réduit les niveaux d’Ang II et augmente les niveaux d’Ang l-7. Ainsi, la
balance entre l’ACE et l’ACE2 est un facteur important dans le contrôle des niveaux
d’Ang II ainsi que dans le contrôle des actions de ce dernier au niveau du système
cardiovasculaire (Danilczyk U et al. 2006). Plusieurs évidences suggèrent que l’ACE
2 diminue la progression des maladies cardiovasculaires. En effet, les souris
déficientes en ACE 2 démontent une dysfonction de la fonction cardiaque (Crackower
MA et al. 2002). De plus, une association étroite entre l’ACE 2 et l’hypertension
artérielle a été suggérée. L’ACE 2 est exprimée au niveau de l’aorte et des reins des
rats spontanément hypertendus (SHR) et il a été démontré dans une récente étude que
le blocage soutenue des récepteurs AI-1 avec l’olmesartan entraîne l’augmentation
subséquente des niveaux aortiques de l’ACE 2 chez le rat $HR contribuant à
l’inhibition du remodelage vasculaire en hypertension artérielle (Igase M et al. 2005).
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1.3.2 Rôle des reins
La régulation à long terme de la pression artérielle moyenne est associée à
l’homéostasie du volume du fluide extracellulaire qui est elle-même déterminée par le
contenu en sodium. La balance du sodium est déterminante pour le volume du fluide
extracellulaire et les reins sont importants puisqu’ils constituent la voie principale à
travers laquelle le sodium est éliminé. Ainsi, l’augmentation de la pression artérielle
moyenne ou l’augmentation de la pression de perfusion du rein est associée à une
augmentation à la fois de l’excrétion rénale de sodium et de la pression de natriurèse.
Ces événements induisent une diminution du volume du fluide extracellulaire et une
diminution du débit cardiaque, ce qui rétablie la pression artérielle moyenne à la
normale (Guyton AC et aÏ. 1972). La fonction rénale peut être modifiée par des
facteurs endocriniens et neuronaux et plus particulièrement par le RAS.
L’hypertension artérielle peut être une conséquence d’une régulation anormale de
la pression natriurétique ce qui entraine le sacrifice de la pression artérielle dans le but
de préserver la balance du sodium. Dans plusieurs modèles de l’hypertension
artérielle, la dysfonction de la fonction rénale est reliée à plusieurs changements de
structures du rein incluant une sténose des artères rénales et une perte de la masse
rénale. Ces changements bloquent l’excrétion adéquate de sodium par le rein et
augmentent le risque du développement de l’hypertension artérielle (Mullins U et al.
2006).
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1.3.3 Rôle du système nerveux autonome
La pression artérielle est une fonction de la résistance vasculaire et du débit
cardiaque, deux variables contrôlées par le système nerveux autonome. Ce dernier est
divisé en deux: le système nerveux sympathique (SNS) et le système nerveux
parasympathique. Ces deux systèmes sont différenciés par le neurotransmetteur post
ganglionnaire libéré lors d’une stimulation: la noradrénaline dans le cas du système
sympathique et l’acétylcholine pour le système parasympathique. Beaucoup d’organes
sont innervés par le système sympathique et parasympathique y compris les vaisseaux
sanguins et donc les CMLVs. L’activation du système sympathique induit une
augmentation de la pression artérielle soit par l’augmentation de la résistance
périphérique ou par l’augmentation du débit cardiaque. La noradrénaline libérée au
niveau des fibres post-ganglionnaires sympathiques peut agir sur des récepteurs fL
adrénergiques des CMLVs et provoquer une vasoconstriction des vaisseaux ou sur les
récepteurs -adrénergiques du coeur induisant ainsi un effet chronotrope (fréquence
cardiaque) et ionotrope positif (force). L’activation du système nerveux
parasympathique induit l’effet inverse, soit une vasodilatation et une diminution de la
pression artérielle principalement suite à une diminution du débit cardiaque.
L’activation du SN$ est impliquée dans la pathophysiologie de l’hypertension
artérielle via les effets trophiques de la norépinephrine (NE) sur la vasoconstriction, le
remodelage vasculaire et la compliance artérielle (Guyenet PG, 2006). Bien que la
majorité des effets de l’Ang II sur la pression artérielle sont dus à des effets directs du
peptide sur le système vasculaire, quelques observations ont démontré que le SNS
pourrait avoir un rôle à jouer dans ce processus. En effet, dans des études effectuées
sur le chien, le blocage pharmacologique des récepteurs Œ-adrénergiques
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(jhento1amine) à réduit les effets de l’Ang II sur la pression artérielle (Cline WH,
1981).
1.4 Traitements de l’hypertension artérielle
Plusieurs thérapies anti-hypertensives sont présentement utilisées en clinique pour
diminuer la hausse de la pression artérielle mais également pour prévenir les risques
de développement des complications cardiovasculaires liées à l’hypertension
artérielle. Considérant la complexité de la maladie et plus particulièrement la
composante multifactorielle et génétique de cette pathologie, la combinaison de
plusieurs médicaments ainsi que des approches non-pharmacologiques s’avèrent
nécessaires pour contrôler l’hypertension artérielle chez certains patients.
Les agents pharmacologiques utilisés dans le traitement de l’hypertension
incluent: 1- les antagonistes des canaux calciques qui agissent au niveau du coeur et
des artères en réduisant l’influx de calcium au niveau des cellules musculaires lisses
induisant ainsi une vasodilatation coronaire et périphérique. 2- Les antagonistes du
récepteur AT-1. 3- Les vasodilatateurs périphériques tel que l’hydralazine, diminuent
la pression artérielle sanguine suite à la dilatation des vaisseaux périphériques. La
dilatation des artères déclenche une activation du SN$ médiée par les barorécepteurs.
4- Les inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’Ang II (captopril) agissent en
inhibant la production d’Ang II. La diminution d’Ang II circulante induit une
diminution des effets cardiovasculaires du peptide et une réduction subséquente de la
tension artérielle. 5- Les bloqueurs -adrénergiques antagonisent les effets du système
nerveux sympathique. Ils diminuent la fréquence, la contractilité ainsi que le débit
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cardiaque. Les bloqueurs f3-adrénergiques diminuent également la production de
rénine par le rein. 6- Les diurétiques agissent en inhibant la réabsorption du sodium à
différents niveaux du néphron. Ils incluent les diurétiques de l’anse (furosémide) qui
inhibent la réabsorption de sodium et de chlore au niveau de la branche ascendante de
l’anse de Henlé; les diurétiques thiazidiques (hydrochlorothiazide) qui agissent au
niveau de la portion initiale du tube distal en inhibant la réabsorption de chlorure de
sodium; et les anti-aldostérone (spironolactone) qui diminuent l’absorption de sodium
et la sécrétion de potassium au niveau de la portion terminale du tube distal et du tube
collecteur. 7- Le sodium nitroprusside est un médicament anti-hypertenseur utilisé
dans les cas d’urgences. Il agit en dilatant les artères et veines périphériques suite à
une activation de la guanylate cyclase via la libération de NO à partir du sodium
nitroprusside.
Trois différentes classes de bloqueurs des canaux calciques sont utilisées en
clinique: les dihydropyridines (nifedipine), les phénylaikamines (verapamil) et les
benzothiazépines (diltiazem). Le mibefradil fait partis de la classe des
« benzimidazoles-substituted tetralines », mais n’est plus utilisé en clinique. Les
bloqueurs des canaux calciques de type L lient la sous-unité alphai, qui constitue le
port du canal, au niveau de différents sites. Tandis que le verapamil lie le segment 6
du motif 4 de la sous-unité alphai, le diltiazem lie le pont entre le motif 3 et le motif 4
de la sous-unité alphay. Le mibefradil lie également la sous-unité alpha mais est
spécifique aux canaux calciques de type T. Tous les bloqueurs des canaux calciques
diminuent la résistance vasculaire coronaire et augmentent le flot sanguin coronaire.
La diminution de la résistance périphérique vasculaire s’effectue via la vasodilatation
des artérioles. Les bloqueurs des canaux calciques ne possèdent pas un effet
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significatif sur le tonus veineux (Richard $ et al. 2005). En plus d’induire une
vasodilatation, le verapamil a des effets chronotropes et ionotropes négatifs. L’effet
chronotrope négatif est capable de surpasser le reflexe sympathique induisant ainsi
une diminution de la fréquence cardiaque. L’effet inotropique négatif surpasse le
reflexe sympathique et résulte en une diminution de la contractilité du myocarde. Le
diltiazem, par contre, cause une réduction modeste de la fréquence cardiaque et de la
contractilité du myocarde. Les effets ionotropes négatif induit par le verapamil et le
diltiazem sont dus à la diminution de l’influx du calcium pendant la phase plateau du
potentiel d’action. Le mibefradil est un vasodilatateur périphérique et coronaire dont
les effets sur la pression artérielle et la fréquence cardiaque sont comparables à ceux
du verapamil et diltiazem. Cependant, les effets ionotropes négatifs induits par le
mibefradil sont modestes comparativement à ceux du verapamil et diltiazem. Ceci
s’explique par le fait que des canaux ioniques de type T sont peu exprimés au niveau
du ventricule (Richard S et al. 2005). En plus de tous les effets cardiovasculaires
induits par les bloqueurs des canaux calciques, il a été démontré que ces derniers ont
des effets antioxydants importants. Ces effets sont expliqués par l’augmentation de la
libération de NO (Berkels R et al. 2001; Godfraind T, 2005). L’augmentation de la
biodisponibilité du NO pourrait contribuer aux effets antihypertenseurs induits par les
inhibiteurs des canaux calciques (Schulman 1H et al. 2005).
Les antagonistes du récepteur AT-1, également connus sous le nom de bloqueurs
AT- 1, sont des agents thérapeutiques spécifiques qui inhibent le système rénine
angiotensine par un blocage sélectif des récepteurs AT-1 de l’Ang II. Les antagonistes
des récepteurs AT-1 sont principalement utilisés dans le traitement de l’hypertension
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artérielle mais également dans le traitement de la néphropathie et de l’insuffisance
cardiaque (Latini R et al. 2004). Le blocage des récepteurs AT-1 cause une
vasodilatation artérielle, une réduction de la sécrétion de vasopressine, une réduction
de la production et de la sécrétion d’aldostérone, mais également une réduction de la
production de DROs. Tous ces effets induisent une réduction de la pression artérielle.
Actuellement, six antagonistes des récepteurs AI-1 sont commercialisés au Canada
pour le traitement de l’hypertension artérielle. Ceux-ci incluent le losartan, le
valsartan, l’irbésartan, le candésartan, le telmisartan et l’éprosartan. Plusieurs études
ont évalué l’efficacité antihypertensive des inhibiteurs des récepteurs AI-1 chez les
patients atteints d’hypertension modérée ou grave (Tikkanen I et al. 1995; Weber MA
et al. 1997; Weber M, 1999, Kassler-Taub K et al. 1998). Les inhibiteurs des
récepteurs de l’Ang II induisent une baisse similaire de la tension artérielle chez les
jeunes et les personnes âgées ainsi que les hommes et les femmes. Lorsqu’on les
administre en monothérapie, les inhibiteurs des récepteurs AT-1 sont moins efficaces
à réduire la tension artérielle chez les noirs, mais leur effet antihypertenseur est
nettement potentialisé par l’ajout d’un diurétique.
Considérant, le remodelage vasculaire en hypertension artérielle dite essentielle,
plusieurs études ont démontré que les inhibiteurs de ACE, les bloqueurs des
récepteurs AI-1 et les bloqueurs des canaux calciques, corrigent par leurs effets anti
hypertenseurs, le remodelage des petites artères chez les patients hypertendus
(Schiffrin EL, 2004).
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1.5 Modèles expérimentaux d’hypertension artérielle
1.5.1 Modèles génétiques
Le type d’hypertension le plus commun chez l’humain est l’hypertension
essentielle qui est caractérisée par une contribution génétique importante. Plusieurs
gènes ont été étudiés dans le but de décrire et d’expliquer leurs contributions
spécifiques dans le développement de l’hypertension essentielle.
1.5.1.1 Modèles phénotypiques de l’hypertension
Les modèles génétiques basés sur le phénotype de l’hypertension sont
communément utilisés dans la recherche car ils ont le potentiel d’explorer
l’hypertension polygénique. Deux modèles de rats sont couramment utilisés pour
étudier l’hypertension artérielle dans son caractère polygénique. Il s’agit des modèles
SHR (rat spontanément hypertendu) et SHR-SP (rat spontanément hypertendu —stroke
prone) (Okamoto K et aï. 1963; Okamoto K et aï. 1986). Le développement de la
lignée de rats hypertendus homozygotes SHR est réalisé à partir de la reproduction
d’un stock de rats non-consanguins spontanément hypertendus Wistar Kyoto (WKY).
La reproduction est effectuée pendant 20 générations sélectives et successives, jusqu’à
l’atteinte de l’homogénéité génétique de l’espèce. La variation individuelle dans le
“background” génétique des rats $HR influence le développement de l’hypertension
ainsi que les dommages cardiovasculaires observés. La tension artérielle chez les
nouveaux nés SHR est normale, ce n’est qu’entre la 3ème et la 10ème semaine de vie
que la tension artérielle commence à augmenter chez le rat SHR (Clubb FI Jr et aï.
1987). À l’âge de 16 semaines, l’hypertension artérielle dans ce modèle SHR est bien
17
établie et la pression systolique atteint un plateau à 180-200 mm Hg. Le rat SHR
constitue donc un bon modèle pour étudier l’hypertension essentielle chez l’humain.
Plusieurs gènes sont impliqués dans le développement de l’hypertension dans cette
espèce et un gène additionnel situé sur le chromosome 10 contribue au développement
et au maintien de l’hypertension chez le SHR adulte. Des analyses effectuées sur ce
modèle ont démontré l’importance de la génétique dans l’hypertension expérimentale.
Ainsi, on estime qu’environ 60% de la variance de la pression artérielle est héréditaire
(Yamori Y, 1999). Le SHR, est associé à une augmentation de l’activité sympathique
rénale et cardiaque, deux organes qui jouent un rôle primordial dans le maintient et le
développement de la pression artérielle. L’étiologie à l’origine du développement de
l’hypertension chez le $HR est associée à une augmentation de la résistance
vasculaire périphérique totale mais le débit cardiaque reste normal jusqu’à ce que la
fonction du myocarde est altérée (frohuich et al. 1971). Le développement de la
résistance périphérique totale affecte tous le système vasculaire même si les plus
grands changements de la résistance périphériques affectent les petites artères et
artérioles de résistance. En plus de l’augmentation de l’activité sympathique et de la
résistance périphérique vasculaire, ce modèle développe une dépression de la
vasodilatation induite par l’endothéliurn. De plus, plusieurs dommages du système
cardiovasculaire liés à l’hypertension artérielle sont observés; ceux-ci comprennent
l’hypertrophie cardiaque, l’insuffisance cardiaque et la dysfonction rénale. Cependant,
ce modèle de rat n’a pas de tendance à développer des crises cardiaques, de
l’athérosclérose ou de la thrombose vasculaire (Feld LB et al. 1977; Pfeffer JM et al.
1979). En plus du rat SHR, certains modèles de rats tels que le rat Dahl sensible au sel
a été développé en utilisant la même méthode. Ce modèle mime l’hypertension
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artérielle chez les individus ayant une sensibilité au sodium (Yagil C et al. 2003). En
pratique clinique, l’hypertension artérielle s’accompagne de certaines morbidités telles
que le diabète de type II et l’obésité. Plusieurs modèles de rats tels que le modèle de
rat Sprague Dawly nourri avec une diète riche en gras (Dobrian AD et al. 2003), le
modèle Zucker obèse (Alonso-Galicia M et al. 1996) et le rat Wistar obèse (1mai G et
al. 2003) sont utilisés pour étudier l’interaction entre le diabète, l’hypertension et
l’obésité.
Dans la majorité de ces modèles, l’hypertension est associée à une hypertrophie
cardiaque, une dysfonction endothéliale et une dysfonction rénale (protéinurie,
diminution de la clairance de la créatinine) (Pinto YM et al. 199$).
1.5.1.2 Modèles génotypiques de l’hypertension
La fonction des gènes en hypertension artérielle est étudiée en utilisant des
modèles transgéniques où l’expression d’un gène est augmentée et des “knock-out” où
l’expression du gène étudié est supprimée. Dans ce sens, des modèles de souris sur-
exprimant ou sous-exprimant des composants du système RAS (AT-1, ACE,
angiotensinogène), récepteurs à l’endothéline (ET-A, ET-B), monoxyde d’azote
synthase (NOS endothéliale, neuronale et inductible), récepteur f3-adrénergique et
rénine ont été générés dans le but d’étudier la contribution de ces gènes en
hypertension artérielle (Lerman LO et al. 2005). Le polymorphisme génétique du
récepteur AT-1 a démontré l’importance de ce gène dans l’hypertension essentielle et
son rôle dans les dommages vasculaires liés à cette pathophysiologie (Mettimano M et
al. 2002). De plus, il a été démontré que la surexpression du récepteur AT-1 induit
une hypertension artérielle accompagnée d’une hypertrophie cardiaque et d’une
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augmentation de la réponse contractile du coeur à l’Ang II (Hoffmann $ et al. 2001).
De plus, la surexpression du récepteur AT-2 induit une vasodilatation, suite à la
production de la bradyldnine, NO et guanosine monophosphate cyclique, ainsi qu’une
atténuation du remodelage cardiaque après un infarctus du myocarde (Tsutsumi Y et
al. 1999; Yang Z et al. 2002).
1.5.2 Modèles non-génétiques
Plusieurs approches expérimentales, non- génétiques, ont mené au développement
de modèles qui permettent d’étudier l’effet de l’hypertension sur les dommages
cardiovasculaires.
1.5.2.1 Modèles induits de manière chirurgicale
La constriction uni- latérale de l’artère rénale (Two-Kidneys, one-clip; 2K-1C)
chez les rats (Leenen FH et al. 1971) et souris (Wiesel P et al. 1997) entraîne le
développement graduel et chronique de l’hypertension artérielle. Les dommages
cardiovasculaires du modèle 2K-1 C incluent la dysfonction endothéliale,
l’hypertrophie cardiaque et l’hypertrophie du rein controlatéral (Pinto YM et al.
1998). Les conséquences de la sténose artérielle rénale peuvent être exacerbées par
une néphrectomie controlatérale. C’est ce qui se passe chez le modèle 1K-1C (one
Kidney, one-clip) qui mime de manière fiable l’hypertension artérielle secondaire
(Thurston H et al. 1976).
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1.5.2.2 L’hypertension induite de manière endocrine, métabolique
ou par la diète
La méthode d’induction de l’hypertension de manière endocrine la plus
communément utilisée introduite il y a déjà 60 ans, est l’administration de
minéralocorticoïdes, particulièrement DOCA, chez l’animal. Chez certaines espèces
(rats et chiens), l’hypertension survient après l’imposition d’une diète riche en sel ou
une néphrectomie (Terris JM et al. 1976; Lawier JE et aÏ. 1987). L’hypertension
développée dans ce modèle est caractérisée par une expansion du volume sanguin et
par conséquent une augmentation du débit du coeur, de l’hypertrophie cardiaque, de la
dysfonction endothéliale, de la protéinurie et une glomérulosclérose (Pinto YM et al.
199$).
Les glucocorticoïdes peuvent également induire l’hypertension chez les souris et rats
probablement via l’activation du système rénine -angiotensine (RAS) (Dahl LK et al.
1965). L’infusion chronique des composantes du système RAS, tel que l’Ang II, est
également un excellent modèle d’induction de l’hypertension. En 1965, il a été
démontré que l’infusion systémique chronique de l’Ang II induit une augmentation
lente et progressive de la pression artérielle (McCubbin JW et al. 1965). Ce modèle se
caractérise par le remodelage des petits vaisseaux ainsi que par une augmentation du
stress oxydant (Reckelhoff JF et aÏ. 2000). De plus, l’inhibition chronique de la
production d’oxyde nitrique (NO) produit une augmentation de la pression artérielle
dépendante du volume chez plusieurs espèces traitées (Lahera V et al. 1992; Salazar
FJ et aÏ. 1993). Les caractéristiques physiologiques et pathologiques de ce modèle
ressemblent à l’hypertension essentielle chez l’humain (Romero JC et al. 1993).
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L’hypertension expérimentale peut également être induite par des diètes spécifiques
telles que les diètes riches en sodium. Les rats Dahl sont, en effet, caractérisés par une
haute pression artérielle et une fréquence cardiaque diminuée même en présence de
diètes relativement faibles en sodium. Ces rats présentent une rétention de sodium et
d’eau augmentée, et une augmentation du volume sanguin et de l’activité du système
nerveux sympathique (Somova LI et al. 1999). Finalement, une diète riche en fructose
induit une hypertension artérielle et une résistance à l’insuline à la fois chez les rats
Sprague-Dawley et Wistar Kyoto, et ce dûe à la régulation à la baisse des récepteurs à
l’insuline et à l’Ang II (Hwang 1$ et al. 1987; Catena C et al. 2003).
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CHAPITRE 2. LE REMODELAGE VASCULAIRE
EN HYPERTENSION ARTÉRIELLE
L’anomalie hémodynamique fondamentale à l’origine de l’hypertension artérielle
est une augmentation de la résistance périphérique principalement due à des
changements affectant la structure et la fonction vasculaire. Ces changements
surviennent principalement au niveau des petites artères et des artérioles (100-350 tm
de diamètre) connues sous le nom d’artères de résistance. Ces changements se
manifestent par un remodelage des artères de résistance, une dysfonction endothéliale
et par un tonus vasculaire anormal et ils découlent d’altérations biologiques affectant
certaines composantes cellulaires et non cellulaires de la paroi artérielle. Le
remodelage des artères de résistance pourrait entraîner des complications
cardiovasculaires telles que l’hypertension (Schiffrin EL et al. 1992) mais aussi
l’ischémie du myocarde (Hasdai D et al. 1997) et l’insuffisance rénale (Klahr S et al.
2003). Ce chapitre couvre les changements de structure et de fonction des artères de
résistance en hypertension artérielle, et plus particulièrement le rôle que joue l’Ang II
dans ces phénomènes.
2.1 Les changements de structure des artères de résistance
2.1.1 Le remodelage eutrophique vs hypertrophique
En hypertension artérielle, les artères de résistance subissent un remodelage
hypertrophique et/ou eutrophique (Figure 2). Le remodelage eutrophique se définit par
un réarrangement des cellules de la paroi vasculaire autour d’un diamètre interne
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réduit sans qu’il y ait de changement de l’aire de section de la média. Le remodelage
hypertrophique se caractérise par un épaississement de la paroi vasculaire et par une
augmentation de l’air de section de la média sans qu’il y ai de changement du
diamètre interne de l’artère. L’hypertension chez les modèles de rats $HR et 2K-1C
Goldblatt ainsi que l’hypertension essentielle légère chez l’humain se caractérise par
un remodelage vasculaire eutrophique; tandis que l’hypertension humaine sévère et
secondaire ou encore l’hypertension chez les modèles de rats DOCA-sel, 1K-1C
Goldblatt ou Dahi sensibles au sel démontre un remodelage vasculaire
hypertrophique. La croissance, l’inflammation, la fibrose et l’apoptose sont des






Figure 2. Remodelage vasculaire des petites artères en hypertension
artérielle.




2.1.2 Rôle de l’Ang II dans les changements de structure des artères
de résistance en hypertension
2.1 .2.1 La signalisation intracellulaire induite par 1’Ang II dans les
CMLVs
Les CMLVs sont des cellules dynamiques et multifonctionnelles qui contribuent
de manière significative au remodelage vasculaire à travers plusieurs processus tels
que la croissance (hypertrophie et hyperpiasie), l’apoptose, la différenciation et la
réorganisation cellulaire (Berk BC et al. 2001). L’Ang II médie ses effets à travers des
patrons de signalisation intracellulaires complexes. Ces signaux de transductions sont
activés suite à la liaison de l’Ang II à un de ses récepteurs couplés aux protéines G
AT-1 ou AT-2 (Touyz RM et aÏ. 2000). Même si ces deux récepteurs ont des actions
différentes, ils jouent un rôle important dans la régulation de la fonction des CMLVs.
La majorité des actions de l’Ang II sont médiées à travers le récepteur AT-l qui
est largement exprimé dans la majorité des organes incluant les vaisseaux sanguin, les
reins, le coeur, le foie, le cerveau, les poumons et les surrénales. AT-1 est composé de
359 acides aminés et appartient à la famille des récepteurs couplés aux protéines G à 7
domaines transmembranaires. Chez le rat, deux isoformes du récepteur AT-1,
partageant 95% d’homologies, ont été identifiés : AT-1A sur le chromosome 17 et
AT-1B sur le chromosome 2. De manière fonctionnelle et pharmacologique, ces deux
récepteurs sont équivalents (Gasc JM et al. 1994). Des études in vivo ont démontré
que le récepteur AT-1A serait plus important que le récepteur AT-1B dans la
régulation de la pression artérielle (Chen X et al. 1997). L’expression et l’activation
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du récepteur AT- 1 sont des mécanismes importants dans la régulation des actions de
l’Ang II. De plus, l’augmentation aigu du niveau d’Ang II induit une augmentation
de l’activation du récepteur AI-1. Par contre, une infusion chronique de l’Ang II
induit une régulation à la baisse de l’expression des récepteurs AT-1 (Lassegue B et
al. 1995; TouyzRM etal. 1999a).
Un des effets aigûe de l’action de 1’Ang II est la vasoconstriction médiée par
l’activation du récepteur AT-l. La stimulation des CMLVs avec l’Ang II couple le
récepteur AT-1 à la protéine G (Gaqiii, GŒ12/13 et Gf3y), ce qui active une cascade de
signalisation intracellulaire menant à la contraction des CMLVs. Les effecteurs actifs
dans cette cascade incluent la phospholipase C (PLC), la phospholipase A2 (PLA2) et
la phospholipase D (PLD) (Ushio-Fukai M et al. 1998a; Ushio-Fukai M et al. 1999a).
L’activation de la PLC induit la production rapide d’inositol-l, 4, 5-triphosphate
(InsP3) et diacylglycérole (DAG). L’InsP3 lie son récepteur au niveau du réticulum
sarcoplasmique et induit ainsi l’ouverture des canaux InsP3 dépendants et la libération
subséquente du calcium (Ca2j des stores intracellulaires vers le cytoplasme. Le Ca2
libéré lie la calmoduline et active une kinase (myosin light chain kinases, MLCK)
responsable de la phosphorylation de la chaîne légère de la myosine, ce qui permet
l’intéraction entre l’actine et la myosine et la contraction subséquente des CMLVs. La
phosphorylation de la chaîne légère de la myosine est modulée par une protéine
appelée RhoA!Rho kinase. Rho kinase a pour fonction d’inhiber la phosphatase de la
chaîne légère de la myosine ce qui prolonge la phosphorylation de la chaîne légère de
la myosine et la contraction subséquente des CMLVs (Jin L et al. 2006a). D’autre
part, DAG active la protéine kinase C (PKC) menant à la phosphorylation de la pompe
Na/W (Vallega GA et al. 198$) et à l’activation du patron de signalisation
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Ras/Raf/MEK/ERK (voir ci-dessous). De plus, la liaison de l’Ang II avec le récepteur
AT-l mène à l’activation de la PLD, ce qui entraîne l’hydrolyse de la
phosphatidylcholine en choline et acide phosphatidique. Ce dernier est rapidement
convertis en DAG, menant à l’activation de PKC et à la contraction des CMLVs. Chez
le rat hypertendu, le patron de signalisation PLC/PLD est significativement augmenté
par rapport aux contrôles normotendus suggérant ainsi que l’altération de la
signalisation intracellulaire médiée par l’Ang II jouerait un rôle important dans la
pathophysiologie de l’hypertension artérielle (Touyz RM et al. 2000).
L’Ang II, via le récepteur AT-1 induit la phosphorylation de protéines tyrosines
kinases de type récepteur et de type non-récepteur. La transactivation des récepteurs
tyrosines kinases par l’Ang II a été démontré pour l’EGF-R (récepteur du facteur de
croissance épidermal), le PDGF-R (récepteur du facteur de croissance plaquettaire) et
l’IGf-lR (récepteur du facteur de croissance de type insuline). Les mécanismes par
lesquels l’Ang II induit la transactivation de ces récepteurs incluent l’activation de
tyrosines kinases Pyk 2 (Ca2-dependent proline-rich tyrosine kinase 2), de $rc, des
DROs et possiblement l’activation des métalloprotéinases de la matrice (MMPs), qui
libèrent le facteur de croissance épidermal (EGF) lié à l’héparine (Saito Y et al. 2001).
Les protéines tyrosines kinases activées par l’Ang II incluent la famille des kinases c
$rc, FAK (Focal adhésion kinases), Pyk 2, JAK (Janus family kinases) et
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) (Eguchi S et al. 2000). c-Src est une kinase
importante puisqu’elle joue un rôle dans les effets trophiques et contractiles de l’Ang
II. De plus, l’activation de c-Src par l’Ang II est augmentée en hypertension artérielle
expérimentale et humaine. Finalement, c-Src est un régulateur majeur de plusieurs
protéines en aval tel que les MAP kinases (Mitogen-activated proteines kinases),
2$
PLC--y, Pyk2, fAK, JAK, PI3K et la NAD(P)H oxydases (Nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate oxydase) qui sont des protéines majeures dans la croissance et
la survie des CMLVs ainsi que dans la réorganisation du cytosquelette (Touyz RM et
aï. 200Ïa; Touyz RM et aï. 200 lb; Touyz RM et al. 2002a).
Parmi tous les patrons de signalisation induit par l’Ang II dans les CMLVs, le
patron de signalisation menant à l’activation des MAP kinases est le mieux
caractérisé. Dans les cellules musculaires lisses vasculaires, l’Ang II active les quatres
MAP kinases majeures ERK1/2, p38 MAP kinase, JNK et ERK5.
ERK1 et ERK2 sont activées par les MAP kinases kinases (MAPKK) MAP/ERK
kinase 1 (MEK1) et MAP/ERK kinase 2 (MEK2). MEK1/2 est activée par les MAP
kinases kinases kinases Raf et Mos suite à la stimulation par différents facteurs
mitogènes incluant les facteurs de croissance. MEK1/2 phosphoryle, par la suite, les
résidus thréonines et tyrosines de ERK1/2 résultant en l’activation de ERK1/2. La
MAP kinase ERKÏ/2 activée phosphoryle plusieurs substrats incluant des facteurs de
transcription tels que Elkl et c-Myc, et des protéines kinases tel que la kinase
ribosomale S6. Cela induit l’activation de gènes tels que c-Fos, importants dans la
prolifération et différenciation des CMLVs.
La famille des p38 MAP kinases inclue p38Œ (SAPK 2a), p3$f3 (SAPK 2b), p38y
(SAPK 3) et p3$ (SAPK 4). p3$Œ et p3$f3 sont exprimées de manière ubiquitaire et
sont impliquées dans la prolifération, différenciation et développement cellulaire. De
plus p38 MAP kinase joue un rôle important dans la survie cellulaire, l’inflammation
et l’apoptose. Les isoformes de p38 MAP Kinase sont activés par MEK 3 et MEK 6
(Krens SF et al. 2006).
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JNK est phosphorylée et activée par deux MAPKK: JNNK1/MKK4/SEK1 et
TNKK2/MKK7 et contrôle diverses fonctions cellulaires telles que la prolifération,
différenciation et apoptose. Les cibles moléculaires de JNK incluent, p53 et des
facteurs de transcription tels que c-Myc, AP-1 (activator protein 1) et les membres de
la famille Bd-2 importants dans l’apoptose (Davis RJ et al. 2000; Lin A et al. 2003).
ERK5 également connue sous le nom de BMK1 (Big MAP Kinase 1) est une MAP
kinase de haut poids moléculaire qui joue également un rôle important dans la
prolifération et différentiation cellulaire (Kato Y et al. 1998). De plus, il a récemment
été démontré que ERK5 est essentielle au développement cardiovasculaire. ERK5 est
activée par MEK5; elle-même activée par MEKK2 et MEKK3. Les substrats d’ERK5
incluent le facteur de transcription MEF2 (Kato Y et al. 1997).
L’activation d’ERK1/2, JNK et p38 MAP kinase par l’Ang II est augmentée dans le
tissu vasculaire, cardiaque et rénal de plusieurs modèles de rats hypertendus. Ces
processus contribuent au remodelage artériel via une augmentation de la croissance
cellulaire induite par l’augmentation de l’activation des MAP kinases par l’Ang II







Figure 3. Signalisation intracellulaire induite par l’Ang II dans les
cellules musculaires lisses vasculaires.
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2.1.2.2 La croissance cellulaire induite par l’angiotensine II
L’hypertension artérielle est associée à une augmentation de la croissance des
CMLVs. Il a été démontré que l’Ang II jouait un rôle important dans le remodelage
vasculaire en hypertension artérielle puisqu’il induisait une augmentation de
l’hyperplasie (prolifération) et/ou de l’hypertrophie des CMLVs des artères de
résistance des patients hypertendus (Touyz RIVI et al. 1999b). L’hypertrophie
cellulaire est associée à une augmentation de la taille des CMLVs due soit à une
augmentation de la synthèse protéique ou à une augmentation du volume d’eau
intracellulaire. L’hyperplasie cellulaire induite par l’Ang II se manifeste par une
augmentation du nombre des CMLVs associée à une augmentation de la synthèse de
l’ADN et à une progression des cellules dans le cycle cellulaire (Gibbons GH et aï.
1992).
L’hypertrophie ainsi que l’hyperplasie des CMLVs sont des processus
important dans le remodelage vasculaire en hypertension artérielle (Heagerty AM et
aï. 1993). Dans des modèles d’hypertension expérimentale, l’hypertrophie ainsi que
l’hyperplasie contribuent au remodelage vasculaire (Dickhout JG et al. 1997). Touyz
RM et al. ont démontré que l’Ang II stimulait à la fois l’hypertrophie et l’hyperplasie
des CMLVs humaines provenant d’artères de résistances et que ces effets sont
augmentés au niveau des CMLVs provenant de patients hypertendus (Touyz RM et al.
1999e). In vivo, il est très difficile de dissocier les effets proliférateurs et
hyperpiasiques des effets hypertrophiques induits par l’Ang II et la raison est que
l’Ang II induit l’activation de d’autres facteurs vasoactifs tels que l’endothéline et
l’aldostérone ainsi que l’activation du système nerveux sympathique. Tous ces
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facteurs stimulent eux même la croissance des CMLVs (Berk BC et al. 2001). De
plus, les facteurs de croissances tels que le PDGf et l’EGF sont nécessaires à la
progression des cellules à travers la phase G1 et l’entrée des cellules dans la phase S
(Servant MJ et al. 2000). Il a été démontré que l’activation des CMLVs par l’Ang II
permet aux cellules d’entrer dans le cycle cellulaire. Le cycle cellulaire se produit
principalement en 2 phases: l’interphase et la mitose. L’interphase comprend les
phases G1, S et G2. Avant d’entrer dans le cycle cellulaire, les cellules sont dans une
phase Go. Ce n’est qu’après une stimulation spécifique que celles-ci entrent en phase
G1, la phase ou les cellules se préparent pour la réplication de leur ADN. La phase S
est la phase de la réplication de l’ADN et la phase G2 est caractérisée par la
préparation de la cellule pour la phase de la Mitose (M). L’entrée des cellules dans la
phase G1 et éventuellement dans la phase S détermine si les cellules subissent un arrêt
dans la phase G1 accompagné d’une hypertrophie des CMLVs ou si les cellules
complètent la mitose et prolifèrent. La progression et transition entre les différentes
phases du cycle cellulaire est régulée par des protéines spécifiques; les cyclines et les
kinases dépendantes des cyclines (CDKs). Différents complexes Cycline-CDK sont
activés pendant les différentes phases du cycle cellulaire (Petkova SB et al. 2000).
Les cyclines sont des protéines qui sont synthétisées puis détruites durant chaque
cycle cellulaire, leur demi-vie est d’environ 60 minutes. $ différentes cyclines ont été
décrites: A, B, C, D, E, F, G, H. Toutes partagent une région homologue de 150
acides aminés et lient la partie N-terminale des CDKs. Les CDKs sont des
serines/thréonines protéines kinases qui se lient aux cyclines et qui sont activées par
celles-ci. Le complexe Cycline-CDK est doté d’une activité kinase nécessaire à la
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phosphorylation de plusieurs substrats qui contrôlent la progression adéquate du cycle
cellulaire (Petkova SB et ai. 2000).
Entre la phase G0 et G1, la famille des cyclines D s’associent aux CDK4, CDK5 et
CDK6. Pendant cette phase, les CDKs coordonnent la phosphorylation de la protéine
«retinoblastoma» (pRb, suppresseur de tumeurs) au niveau de sites spécifiques
serines et thréonines. La phosphorylation de la protéine Rb libère celle-ci du facteur
de transcription E2F (qui forme un hétérodimère avec le DP-l) auquel elle est liée
pendant la phase G0 du cycle cellulaire. L’accumulation d’E2F induit la transcription
d’une multitude de gènes nécessaires à la réplication de l’ADN pendant la phase S.
Durant la phase G1 et durant la transition entre la phase G1 et S, les CDK2 s’associent
avec les cyclines E. L’activité de la cycline E/CDK2 est nécessaire à l’entrée dans la
phase S. Finalement, entre la phase S et G2, les CDK2 s’associent avec les cyclines A.
À la fin de la phase S, le complexe Cycline A/CDK2 lie et phosphoryle E2F/DP-l
pour empêcher la liaison d’E2F/DP-l à l’ADN. Ce processus qu’on appelle
«checkpoint» de la phase S est nécessaire à la progression adéquate du cycle
cellulaire. Ainsi, l’expression du gène suppresseur de tumeur p53 est inhibée
prévenant ainsi la mort cellulaire par apoptose (Halaban R et al. 2005).
La progression du cycle cellulaire par les CDKs est positivement régulée par les
cyclines, et négativement régulée par les inhibiteurs des complexes Cycline-CDKs
(CDKJs). Les CDKIs comprennent 2 familles de protéines: les 1NK4 et les Cip/Kip.
La famille des TNK4 comprend 141nk 151nk 16Ink 18Ink et 19Ink et inhibe les
CDKs 4 et 6 liées aux cyclines D. La famille Cip/Kip comprend 21CP1 27KiP1
57KiP2 et inhibent une plus grande variété de CDKs que les fl\1K4 et préfèrent se lier
au complexe cycline/CDK déjà formé (Servant MI et al. 2000).
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Nous avons démontré, il y a quelques années, que l’infusion d’Ang II induit une forte
prolifération des CMLVs provenant des artères mésentériques de rats Sprague
Dawley. L’Ang II a augmenté l’expression de la cycline Dl et Cdk4, alors que
l’expression de p2l’ et 27K1 fut diminuée suggérant que l’Ang II joue un rôle
important dans la prolifération des CMLVs (Diep QN et aÏ. 2001). Ces résultats ne
sont pas surprenant, puisque la progression du cycle cellulaire dans la phase S
requière le passage à travers la phase G1 avec l’activation de cycline D/CDK4 et la
sous régulation concomitante de CDKJs. Dans des études effectuées sur des rats
génétiquement hypertendus (SHR), il a été démontré que la prolifération des CMLVs
aortiques chez les SHR était plus rapide que celle des rats Wistar-Kyoto (WKY).
Cette différence de prolifération est associée à la progression différente des cellules
dans la phase Gi et G2. En effet, les CMLVs provenant de rats SHR expriment des
niveaux plus élevés de Cycline D, Cycline E et Cycline A par rapport aux rats WKY
(Tanner FC et al. 2003). Du point de vue moléculaire, et dépendamment du type
cellulaire, l’Ang II régule à la hausse certaines molécules du cycle cellulaire tel
p27kipl. p27kipl est une protéine qui inhibe les CDKs, prévenant ainsi la progression
des cellules dans le cycle cellulaire. De plus, il a été démontré que l’Ang II inhibe
l’activité de CDK2, ce qui entraine l’arrêt du cycle cellulaire dans la phase Gi et
l’hypertrophie subséquente des CMLVs (Braun-Dullaeus RC et aÏ. 1999). Plusieurs
observations supportent le fait qu’une augmentation de la pression artérielle par l’Ang
II induit une augmentation de la croissance cellulaire. Aussi, de plus en plus
d’évidences suggèrent que la croissance cellulaire vasculaire induite par l’Ang II
implique l’activation de la NAD(P)H oxydase et la production subséquente de DROs.
En effet, l’hypertrophie induite par l’Ang II dans les CMLVs a été inhibé par la
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catalase et les oligonucléotides dirigés contre p22phox (sous-unité de la NAD(P)H
oxydase) (Zafari AM et al. 1998). De plus, dans les modèles SHR, DOCA-sel et le
modèle d’infusion d’Ang II, le remodelage vasculaire a été inhibé par une diète riche
en vitamines (C et E) et par des inhibiteurs de la NAD(P)H oxydase (Chen X et aï.
2001).
2.1.3 Le remodelage de la matrice extracellulaire
Les changements de structure des petites artères en hypertension artérielle sont
accompagnés de fibrose vasculaire impliquant l’accumulation des protéines
(collagène, l’élastine, la fibrilline, la fibronectine et les protéoglycans) de la matrice
extracellulaire. L’intima, la média et l’adventice des petites artères sont constituées
majoritairement de collagène de type I et III, alors que les membranes basales des ECs
et CMLVs sont constituées de collagène de type I, III, IV et V (Thybo NK et al.
1996). La déposition du collagène est excessivement augmentée dans les petites
artères des rats SHR et dans l’aorte des rats DOCA-sel (Intengan HD et al. 1 999a;
Karam H et al. 1996). De plus, une augmentation de la synthèse d’ARNm du
collagène de type I et III ainsi qu’une augmentation de la synthèse protéique de
collagène a été observée chez les patients ayant une hypertension essentielle (Intengan
HD et al. 1999b, Delva P et al. 2002). La déposition de la matrice extracellulaire
résulte probablement de l’élévation de la pression artérielle et de l’action d’agents
vasoconstricteurs tels que l’Ang II (Touyz RM et al. 2001c), l’endothéline-l (Park JB
et al. 2002a), l’aldostérone et les catécholamines (O’callaghan CJ et al. 2002). L’Ang
II stimule la production de collagène I dans les CMLVs humaines via l’activation du
récepteur AT-1 (ford CM et al. 1999). La déposition de protéines tel que le collagène
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contribue à l’épaississement de la média observé dans le remodelage vasculaire
hypertrophique (Touyz RM et al. 2001c). En plus d’induire la production de
collagène, l’Ang II régule également la dégradation de ce dernier en atténuant
l’activité des MMPs et en augmentant la production des inhibiteurs des
métalloprotéinases-1 (Castoldi G et al. 2003).
2.1.4 Inflammation vasculaire
De récentes études ont démontré que l’inflammation systémique constitue un
risque pour le développement de maladies cardiovasculaires incluant l’hypertension.
Plusieurs marqueurs de l’inflammation sont considérés comme des prédicteurs de
risques cardiovasculaires en clinique; cela inclus les interleukines IL-1, IL-6 et IL-18,
la protéine C-réactive, les molécules d’adhésions solubles et le TNF-Œ (tumor necrosis
factor) (Sesso HD et aÏ. 2003). Dans les CMLVs, cellules endothéliales (EC5),
monocytes et macrophages, l’Ang II active les facteur nucléaire NF-kB et AP-1 qui
jouent un rôle particulièrement important dans l’inflammation vasculaire puisque
qu’ils contrôlent plusieurs gènes pro-inflammatoires tels que les molécules d’adhésion
vasculaires-1 (VCAM-1), les molécules d’adhésion intercellulaire-1 (ICAM-l), la E
sélectine, les interleukines (IL-6 et IL-8) et les chémokines (MCP-1) (Ruiz-Ortega M
et al. 2000). De plus, l’activation de Nf-kB et d’AP-l dans les CMLVs sont redox
dépendants (Redox Oxydationlréduction), suggérant l’implication du stress oxydant
dans la régulation des gènes pro-inflammatoires par l’Ang II (discuté dans le chapitre
3).
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2.2 Changements de fonction des artères de résistance
L’endothélium vasculaire joue un rôle primordial dans la fonction des vaisseaux
sanguins. Localisé à l’intérieur de la paroi vasculaire, il est directement en contact
avec le sang circulant. De ce fait, l’endothélium a pour fonction de répondre aux
stimuli mécaniques (pression, stress et stretch) et hormonaux (substances vasoactives
et vasodilatatrices) qui régulent la fonction vasomotrice des vaisseaux sanguins. Parmi
les substances vasodilatatrices produites par l’endothélium, nous retrouvons le NO, les
prostacyclines et les peptides natriurétiques de type C. Le NO active la guanylate
cyclase ce qui résulte en une augmentation du GMPc (monophosphate de guanosine
cyclique) intracellulaire. Le NO et le GMPc participent à plusieurs processus
physiologiques incluant la relaxation des CMLVs, la régulation de la pression
artérielle, l’inhibition de l’agrégation plaquettaire et la croissance et prolifération
cellulaire. L’endothélium a également pour rôle de reconnaître et de répondre aux
molécules inflammatoires secrétées dans des conditions pathologiques. Les
médiateurs de l’inflammation incluent les ICAM-1, VCAM-l, E-sélectine et NF-id3.
L’endothélium contribue de manière très importante à la mitogénèse, l’angiogénèse
ainsi que la perméabilité vasculaire.
La dysfonction endothéliale est une des manifestations les plus précoces des
maladies vasculaires. En hypertension artérielle, la dysfonction endothéliale fut
décrite dans le début des années 90 et a été confirmée par plusieurs études et dans
plusieurs lits vasculaires différents; incluant les petits vaisseaux de résistance (Park JB
et al. 2001; Schiffrin EL et al. 2000). Dans plusieurs modèles animaux, la dysfonction
endothéliale est associée à l’augmentation du stress oxydant au niveau de
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l’endothélium suite à l’inactivation du NO par l’anion superoxyde (.02). Le NO est
un radical libre, d’une courte durée de vie qui est synthétisé par la NOS. Cette
dernière catalyse l’oxydation de la L-arginine pour former le NO et la L-citruline.
L’activité de la NOS requière certains cofacteurs telle que la tetrahydrobiopterine.
Dans des conditions pathophysiologiques, plus particulièrement lorsque le cofacteur
tetrahydrobiopterine est manquant, l’enzyme NOS peut générer la production d’autres
DROs tels que l’.O2. Ce phénomène, connu sous le nom de “non-couplage” de la
NOS, est associé à la dysfonction endothéliale en hypertension artérielle (Landmesser
U et al. 2003). Le modèle d’infusion de l’Ang II et le modèle DOCA-sel sont
associés à une dysfonction de la relaxation vasculaire à l’acétylcholine. Cette
dysfonction est rétablie par le bloqueur du récepteur AT-l (Losartan) et par la
superoxyde dismutase (SOD), suggérant ainsi que l’augmentation du stress oxydant en
hypertension artérielle est associée à une dysfonction endothéliale des artères
vasculaires.
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CHAPITRE 3. LES DÉRIVÉS RÉACTIFS DE
L’OXYGÈNE, LES MODIFICATIONS DES
PROTÉINES ET LE SYSTÈME vAscui&IRE
Les DROs sont des molécules hautement réactives dérivées du métabolisme de
l’oxygène et retrouvées dans tous les systèmes biologiques ainsi que dans
l’environnement. Ils jouent un rôle à la fois physiologique et pathophysiologie dans la
biologie du système vasculaire. Normalement, la production cellulaire des DROs est
balancée avec leur élimination. Cependant, dans certaines situations
pathophysiologiques, il existe un débalancement entre la production et l’élimination
des DROs résultant en une augmentation de la biodisponibilité des DROs. Ce
phénomène est connu sous le nom de stress oxydant (Touyz RM et al. 2004a). Le
système cardiovasculaire, rénale et nerveux, tous importants dans le développement
de l’hypertension, constituent des cibles pour les DROs (Wilcox CS, 2002;
Zimmerman MC et al. 2002). Plusieurs études cliniques et expérimentales indiquent
que le stress oxydant est impliqué dans plusieurs maladies cardiovasculaires incluant
l’hypertension, le diabète et l’athérosclérose. Dans les modèles expérimentaux de
l’hypertension artérielle, la production de DROs est augmentée dans les vaisseaux, le
rein, le système nerveux ainsi que dans le coeur (Zimmerman MC et al. 2002, Jin L et
aï. 2006b). Dans l’hypertension humaine, les niveaux du stress oxydant au niveau
systémique sont augmentés. En effet, les niveaux plasmatiques et urinaires des
substances réactives de l’acide thiobarbiturique (TBARS) et les 8-epi-isoprostanes,
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dérivés de la peroxydation des lipides, sont également augmentés (Napoli C et al.
2004).
3.1 Le système oxydant
Les DROs incluent l’anion superoxyde (•02), le peroxyde d’hydrogène (H202),
l’anion hydroxyle (OH-), et les dérivés nitrogènes de l’oxygène tels que le NO et le
peroxynitrite (ONOO-).
Dans la vasculature, les DROs sont produits à partir de plusieurs sources incluant
la NAD(P)H oxydase, la chaîne mitochondriale de transport d’électrons, la
cyclooxygénase, la lipoxygénase, l’hème oxygénase, le cytochrome P450
monooxygénase et la xanthine oxydase (Boveris A et al. 1976; Touyz RM et al.
2004b; Puntarulo S et al. 1998). Seulement certaines de ces enzymes ont été
démontrées comme étant impliquées dans les maladies vasculaires. Ces enzymes
incluent la NAD(P)H oxydase, les enzymes de cytochrome P450 et la xanthine
oxydase, qui oxyde la xanthine et l’hypoxanthine pour former le •O2, le H202, et
l’acide urique (Droge W, 2002).
La NAD(P)H oxydase est une enzyme composée de plusieurs sous-unités qui catalyse
la production de l’•02 par la réduction de l’oxygène d’un électron utilisant la NADH
ou NADPH comme donneurs d’électrons: 202 + NAD(P)H —* 202 + NAD(P)H +
H. Le prototype de la NAD(P)H oxydase est retrouvée au niveau des cellules
phagocytaires (neutrophiles, éosinophules, granulocytes, monocytes et macrophages)
et comprend cinq sous-unités: p47phox, p67phox, p40phox, p22phox, gp9l phox
(phox pour agocyte Qydase). Les composantes additionnelles de l’enzyme
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incluent une petite protéine G nommée Rac 2 (ou Rac 1 dans certaines cellules) et
RAP1A. Dans les cellules au repos, p47phox, p67phox et p40phox sont localisées
dans le cytosole alors que p22phox et gp9lphox (Nox2) sont localisées au niveau de
la membrane plasmatique sous forme d’une flavoprotéine hétérodimerique, b5 58.
Après activation, p47phox est phosphorylée produisant ainsi une association des sous-
unités cytosoliques et leur transiocation vers la membrane ou elles se lient au
cytochrome, b558. Cette association induit l’activation de la NAD(P)H oxydase et la
génération subséquente de 1’•02 (Babior BM et al. 2002).
La NAD(P)H oxydase non- phagocytaire, analogue à la NAD(P)H oxydase
phagocytaire, a récemment été découverte dans les cellules vasculaires. Parmi toutes
les sources protéiques et enzymatiques de production des DROs, la NAD(P)H
oxydase semble être la source majeure de production d’.02 dans les vaisseaux (Berry
C et al. 2000) et est présente et fonctionnellement active au niveau de toutes les
couches des vaisseaux sanguins; au niveau de l’intima (Li JM et al. 2003), de la média
($eshiah PN et al. 2002), de l’adventice (Rey FE et al. 2002) et également au niveau
des CMLVs en culture (Touyz RM et al. 2002b). Dans les cellules vasculaires, cette
enzyme est régulée par plusieurs agents vasoactifs (Ang II, thrombine, endothéline 1),
cytokines (interleukine 1, TNF-c), facteurs de croissance et forces mécaniques.
Contrairement à la NAD(P)H oxydase des phagocytes, activée suite à une stimulation
et qui génère la production d’.02 de manière abrupte et extracellulaire; la NAD(P)H
oxydase vasculaire est constitutivement active et produit de manière soutenue de
petites quantités d’.02 intracellulaire. Dans plusieurs tissus, les sous-unités de la
NAD(P)H vasculaire sont similaires à celles de la NAD(P)H oxydase phagocytaire.
En effet, p47phox, p67phox, p22phox et gp9lphox ont été identifiées dans les ECs et
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dans les fibroblastes vasculaires (Lassegue B et al. 2003). Dans les CMLVs, la
situation est plus complexe; en effet, dans les CMLVs aortiques de rats, p22phox et
p47phox mais pas gp9lphox sont présents. Dans les artères de résistance humaines,
toutes les sous-unités importantes sont présentes (Touyz RM et al. 2002b). De
récentes études ont identifié et caractérisé de nouvelles sous-unités uniques aux
cellules non-phagocytaires. Ces nouvelles protéines, analogues à la gp9lphox (Nox2),
ont été identifiées dans toutes les cellules vasculaires et incluent Nox 1, Nox3, Nox4
and Nox5 (Nox pour NAD(P)H ydase) (Suh YA et al. 1999; Ago T et aÏ. 2004;
Cheng G et aÏ. 2001). Noxl, pourrait ainsi substituer gp9lphox dans les CMLVs
aortiques de rats où gp9lphox est absent (Suh YA et al. 1999). Des études récentes
ont démontré que Noxi requière le recrutement de p47phox et p67phox pour induire
l’activation de l’enzyme; de plus Noxi est régulée par NoxOl (Nox Organizer 1) et
NoxAl (Nox Activator 1). Noxl est abondement exprimée dans toutes les cellules
vasculaires et joue un rôle important dans la pathologie de l’hypertension artérielle
puisque son expression est augmentée au niveau des vaisseaux endommagés. Par
contre, le rôle exact de NoxOl et NoxAl dans les cellules vasculaires n’est pas connu
(Banfi B et al. 2003). Quant aux homologues de gp9lphox dans la biologie vasculaire,
leurs fonctions nécessitent plus de clarification. Même si il n’est pas encore très clair
si p22phox interagit avec tous les homologues de gp9lphox, il semblerait que Noxi
interagit avec p22phox dans les CMLVs (Hanna IR et al. 2004) (Figure 4).
‘f-)




Figure 4. L’activation de la NAD(P)H oxydase par l’Ang II dans cellules
vasculaire.
Adapté de Touyz RIVI et al. Cliii Exp Pharmacol Physiol. 2003 a
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3.2 Le système antioxydant
Les vaisseaux sanguins possèdent un système antioxydant qui les protège contre
les effets néfastes des DROs. Cela inclue 1- un système enzymatique antioxydant
comprenant la SOD qui réduit le •02 en H202, ainsi que la catalase et la glutathione
peroxydase (GPX) qui réduisent le F1202 en H20; 2- des sources non-enzymatiques
telles que les vitamines. Dans les cellules vasculaires, la SOD constitue le système
majeur de défense contre l’augmentation de la production de l’anion superoxyde.
Trois différentes enzymes SOD ont été identifiées la manganèse-SOD
mitochondriale (Mn-SOD, $0D2), la copper/zinc-SOD (CuJZn-SOD, SOD1) et la
SOD extracellulaire (EC-SOD, $0D3) (fridovich I, 1997). Les artères coronaires
humaines contiennent un grand nombre de SODs extracellulaires au niveau du milieu
interstitiel suggérant l’importance de ces enzymes dans la paroi artérielle (Stralin P et
al. 1995). Le H202 est hydrolysé par la catalase et la GPX pour former du H20 et de
l’02. La GPX joue un rôle important puisqu’elle protège les membranes cellulaires
contre la peroxydation des lipides dans la mesure où la glutathione réduite donne des
protons aux lipides membranaires permettant ainsi de maintenir les lipides
membranaires sous formes réduits. En absence de niveaux adéquats de GPX ou
d’activité de la GPX, les peroxydes lipidiques et le H202 ne sont pas détoxifiés et
seront ainsi convertis en radicaux lipidiques peroxydes et en radicaux hydroxyles
respectivement (Schafer FQ et al. 2001). Ceci suggère l’importance du système
enzymatique antioxydant endogène dans la protection contre les dommages
cellulaires induits par les DROs.
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En plus du système enzymatique endogène antioxydant, il existe un autre système non
enzymatique dans les systèmes biologiques: acide ascorbique (vitamine C), cL
tocophérol (vitamine E), flavonoïdes, caroténoïdes, bilimbine et thiols (Yeum KJ et
al. 2004).
3.3 Modification des protéines par le stress oxydatif
3.3.1 Modification des protéines par l’oxydation des résidus cystéines
La modification des protéines par l’oxydation des résidus cystéines est la
meilleure modification de protéines induite par les DROs décrite jusqu’à présent.
L’oxydation des résidus cystéines des protéines tyrosines phosphatases (PTPs) a été
particulièrement bien étudiée (voir section ci-dessous). Le groupement suifflydrique
des résidus cystéines est susceptible à l’oxydation par les DROs. Cette oxydation
entraine la formation d’un acide sulfenique (-$OH), sulfinique (-502H) ou sulfonique
(-SO3H) selon le degré d’oxydation de la PTP (Lee SR et al. 199$). Ces modifications
induisent l’inactivation de l’enzyme si la cystéine est située au niveau du domaine
catalytique (Barrett WC et al. 1999) ou encore empêchent les facteurs de transcription
de se lier à l’ADN si la cystéine est localisée au niveau du domaine de liaison à
l’ADN (Abate C et al. 1990).
3.3.2 Formation d’un pont disulfide intra- moléculaire
Un pont disulfide intramoléculaire peut être formé après l’oxydation de deux (ou
plus) résidus cystéines au niveau de la même molécule. Cette modification induit un
changement dans la conformation de la protéine. Certaines études démontrent que ce
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mécanisme jouerait un rôle important dans la régulation de certaines protéines tels que
les facteurs de transcription (Rainwater R et al. 1995).
3.3.3 Dimérization des protéines par la formation d’un pont inter-
moléculaire
La formation d’un pont intermoléculaire entre deux protéines peut être formé
suite à l’oxydation des cystéines de deux protéines identiques ou différentes;
entraînant l’homo ou la dimérization des deux protéines. La dimérization de la
protéine ASK1 suite à la stimulation des cellules 293 avec le TNf-Œ ou le H202 est un
exemple de cette modification Redox (Gotoh Y et al. 1998).
3.3.4 Formation d’un pont dityrosine
La formation d’un pont dityrosine est impliquée dans la dimérization des
protéines de la matrice extracellulaire. Cette réaction est catalysée par le H202 ou la
peroxydase.
3.3.5 Oxydation des protéines par les métaux (Chimie Fenton)
Certaines protéines dont le site actif contient un ou deux ions de fer sont sensibles
à l’oxydation par les DROs. Les protéines telles que IRP1 ou IRP2 (iron regulatory
protein 1 ou 2), qui contiennent un groupe 4fe-4S, sont des cibles de l’oxydation par
les DROs. Cette oxydation est catalysée par les métaux (Chimie fenton) et mène à
l’ubiquitination et la dégradation successive des protéines oxydées (Iwai K et aL
1998).
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3.4 Cibles moléculaires des DROs dans la vasculature
3.4.1 Calcium intracellulaire
Les DROs modulent la concentration intracellulaire de Ca2 ([Ca2J1), un
déterminant majeur de la fonction contractionlrelaxation des CMLVs induite par
l’Ang II.
Dans les ECs et CMLVs, il a été démontré que les DROs modulent les [Ca2]. En
effet, l’exposition des cellules endothéliales ombilicales humaines avec la xanthine
oxydase/hypoxanthine (X0/HX) conduit à l’augmentation rapide du [Ca2j suivie par
une phase lente et soutenue. La première phase dépend de l’activation de la PKC et la
génération subséquente de l’InP3 et la deuxième phase dépend de l’influx du calcium
du milieu extracellulaire (Dreher D et al. 1995). De plus, le peroxyde d’hydrogène
induit une augmentation de la [Ca2j dans les cellules endothéliales humaines, cette
augmentation est dose dépendante (1 jimol/L à 10 mmol/L) et résulte de la libération
du calcium des stores du réticulum sarcoplasmique (Hu Q et al. 199$). Des effets
directs des DROs sur l’homéostasie des CMLVs a été démontré. L’Ang II de manière
redox-dépendante augmente la [Ca2j dans les CMLVs. Ces effets ont été attribués à
une mobilisation du Ca2 induite par l’inositol-triphosphate, par une diminution de
l’activation da la pompe Ca2-ATPase et enfin par l’influx du Ca2 du milieu
extracellulaire (Lounsbury KM et al. 2000). Ces processus sont la cause de l’altération
de la contractilité vasculaire associée à l’hypertension lorsque le stress oxidatif est
augmenté. En plus de l’augmentation de la [Ca2j induite par des agonistes, il a été
démontré que le I-1202 et la X0/HX pouvaient avoir des effets directs sur la
signalisation de calcium des CMLVs lorsqu’ils sont appliqués de manière exogène.
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Dans les CMLVs, les DROs augmentent la [Ca2j en augmentant l’inositol
trisphosphate, en inhibant la réentrée du calcium dans les stores intracellulaires et en
diminuant la GMPc (Grover AK et aÏ. 2003; Gonzalez-Pacheco FR et al. 2002).
Plusieurs des effets des DROs ont été attribués à l’inhibition de la Ca2-ATPase, à
l’inhibition de la pompe Ca2-ATPase du réticulum sarcoplasmique/endoplasmique
(SERCA) et à l’activation des canaux calciques (Grover AK et aÏ. 1995).
L’inactivation des Ca2-ATPases par les DROs induit une accumulation du calcium
intracellulaire. L’augmentation du calcium cytosolique dans les CMLVs entraine la
formation du complexe actine-myosine et à la contraction subséquente des cellules.
Par contre, l’accumulation redox-dépendante du Ca2 dans le cytosole des ECs
pourrait avoir un effet inverse. En effet, dans les ECs, le calcium entraine l’activation
de la NOS dépendante du Ca2; ce qui résulte en la production de NO et la
vasodilatation subséquente des artères. De plus, il est possible que l’élévation d’anion
superoxyde dans les ECs induit une augmentation de la formation de ONOO- (produit
du NO et de l’anion superoxyde). Ce dernier est connu pour avoir des effets
vasodilatateurs légers (Li J et al. 2005).
3.4.2 IVIAP (mitogen-activated protein) kinases
La production des DROs est impliquée dans plusieurs processus menant à
l’hypertrophie et prolifération des CMLVs. Les MAP kinases constituent une famille
de protéines serine/thréonine kinases impliquées dans plusieurs signaux de
transduction intracellulaire manant à la prolifération, différenciation et mort cellulaire.
Les MAP kinases tels que ERKÎ /2, p3 $ MAP kinase, c-Jun N-terminal kinase (JNK)
et ERK5, jouent un rôle important dans les CMLVs puisqu’elles sont influencées par
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des peptides vasoactifs (Pearson G et al. 2001). Leur activation est augmentée en
hypertension artérielle influençant ainsi le remodelage vasculaire et les dommages
vasculaires associés à l’hypertension artérielle (Xu Q et aÏ. 1996).
Dans les CMLVs, les DROs semblent jouer un rôle important dans l’activation de
p38 MAP kinase, JNK et ERK5 par l’Ang II. En effet, l’activation de ces MAPK par
1’Ang II est inhibée par le Diphenyleneiodonium chloride (DPI, inhibiteur de la
NAD(P)H oxydase), les antioxydants (N-acétyl-cystéine), les anti-senses de p22phox
ou par une surexpression de la catalase (Viedt C et al. 2000). Contrairement à p38
MAP kinase, INK et ERK5, l’activation de ERK1/2 par l’Ang II semble être non
dépendante des DROs (Touyz RM et al. 2003b). Cependant, la phophorylation de
ERK1/2 par le facteur de croissance plaquettaire (PDGf) est inhibée par la catalase
suggérant que cette activation est redox-dépendante (Sundaresan M et al. 1995). En ce
qui concerne les effets directs des DROs sur l’activation des MAP kinases dans les
CMLVs, il a été démontré que le H202 influence l’activation de ERK1/2 (CML
pulmonaires), INK, p38 MAPK et ERK5 (Ushio-fukai M et al. 1998b; Abe J et al.
1996). Les mécanismes par lesquels le H202 influence l’activation des MAP kinases
dans les CMLVs seront discutés dans le chapitre 6, mais il semblerait que l’activation
des MAP kinases par les DROs varie selon les différentes MAP kinases, selon le type
cellulaire et selon l’agoniste (Figure 5).
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Figure 5. La signalisation redox dans les cellules musculaires lisses vasculaires
PAF=platelet activating factor, AAacide arachidonique
Adapté de Griendling KK et aï. Arterioscler Thromb Vase Bio?. 2000
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3.4.3 Protéines tyrosines kinases
La phosphorylation des protéines au niveau de leurs résidus cystéines constitue un
des mécanismes les plus importants dans la régulation de la signalisation
intracellulaire contrôlant la prolifération, différentiation et migration cellulaire.
Plusieurs tyrosines kinases de type récepteur (RTK) tels que l’EGF-R, le PDGF-R et
1’IGf-R et non-récepteur (NRTK) sont activées de manière redox-dépendante.
Dans les CMLVs, le 11202 induit la phosphorylation des RTK tel que le récepteur EGF
et stimule l’association de ce dernier avec Shc (Src homology complexe)-Grb2
(growth factor receptor-bound protein 2)-Sos (son-of-sevenless). Shc-Grb2-$os
constitue un complexe de protéines menant à l’activation d’une cascade de
signalisation incluant Ras et MAP kinase. L’activation de ces patrons de signalisation
mène à l’hypertrophie, migration et prolifération cellulaire (Rao GN et al. 1996).
Plusieurs NRTK, tels que c-Src, PYK2 JAK2 et Ras sont les cibles des DROs dans les
cellules vasculaires. En effet, il a été démontré que dans les CMLVs, la
phosphorylation de c-Src au niveau du site d’autophosphorylation (Y41$) ainsi qu’au
niveau du domaine $112 (Y2 15) est inhibée par les antioxydants suggérant que les
DROs sont impliqués dans l’activation de cette kinase (Ushio-Fukai M et al. 2001).
De manière similaire, l’activation de JAK2 semble être redox-dépendante. En effet, la
phosphorylation de JAK2 par l’Ang II est inhibée par le DPI et par des anti-senses
dirigés contre p47phox (Schieffer B et al. 2000). JAK joue un rôle important dans la
signalisation cellulaire menant à la croissance et à l’hypertrophie des CMLVs. Suite à
la stimulation des cellules, JAK se lie aux récepteurs dimérisés (interféron-a,
interféron-y ou interleukine-2) ou à AT-1. Ceci induit l’autophosphorylation
intramoléculaire de JAK et l’activation subséquente des STATs (Transducteur de
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signal et activateur de la transcription) et l’activation des gènes menant à la croissance
et hypertrophie cellulaire dans les CMLVs (Figure 5).
3.4.4 Protéines tyrosines phosphatases
Les protéines tyrosines phosphatases (PTPs) sont les protéines qui régulent les
niveaux cellulaires de phosphotyrosines. Elles jouent un rôle primordial dans la
fonction cellulaire et sont divisées en cinq classes : les PTPs classiques de type
récepteur, les PTPs classiques de type non-récepteur, les PTPs à double spécificité, les
PTPs de bas poids moléculaire et les PTPs lipides. Les PTPs de type récepteur sont
principalement retrouvées au niveau de la membrane plasmatique alors que les PTPs
de type non-récepteur sont retrouvées à plusieurs niveaux des compartiments
intracellulaires incluant le cytosol, la membrane plasmique et le réticulum
endoplasmique. Les PTPs représentent une large et diverse famille d’enzymes qui
jouent un rôle critique dans plusieurs patrons de signalisation (Alonso A et aÏ. 2004).
Les PTPs sont régulés par phosphorylation, interactions intra- et intermoléculaires,
épissage alternatif, transcription et traduction. Plus récemment, il est devenu apparent
que cette famille d’enzymes est régulée par un mécanisme d’oxydation réversible. A
cause de leurs structures particulières, il a récemment été proposé, in vivo, que les
PTPs sont susceptibles à l’oxydation et à l’inactivation par les DROs. Ceci a
augmenté le niveau de complexité de la régulation de cette famille d’enzymes. Toutes
les PTPs possèdent un domaine très conservé composé de 230 acides aminés. Il a
récemment été démontré qu’il y avait dans ce domaine un résidu cystéine qui est
susceptible à l’oxydation par les DROs. À cause de leur microenvironnement spécial,
et plus particulièrement de la présence d’un résidu basique Arginine invariable, les
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cystéines des domaines catalytiques des PTPs possèdent un pKa très bas (entre 5 et 6)
(Ka= constante de dissociation de l’acide). Dans des conditions normales, le site actif
cystéine est sous forme d’un anion thiolate et de ce fait, il se retrouve excessivement
susceptible à l’oxydation. L’oxydation de la cystéine catalytique bloque la capacité
des PTPs à déphosphoryler leurs substrats (Figure 6). Il a été démontré que toutes les
classes des PTPs sont susceptibles à l’oxydation par le H202, incluant les PTPs
classiques (Lee SR et aï. 199$), les PTPs à double spécificité (Denu JM et al. 1998),
les PTPs de bas poids moléculaires (Caselli A et al. 199$) et les PTPs lipides (Lee SR
et al. 2002). En général, l’oxydation des résidus cystéines pour former un acide
sulfénique est réversible alors que l’oxydation par 2 ou 3 molécules oxydantes rend la
PTP irréversiblen;ent inactive (acide sulfinique et acide sulfonique) (den Hertog J et
al. 2005). Il a été démontré, dans plusieurs types cellulaires, que le PDGF, l’EGF,
l’insuline et le TNF-Œ induisent l’oxydation réversible et l’inactivation de plusieurs
PTPs. L’inactivation de ces phosphatases par ces molécules est dépendante de la
production du F1202 (Denu JM et al. 199$, Rhee SG, 2006). Jusqu’à présent, aucune
étude n’a démontré l’oxydation des PTPs, dans les CMLVs, par l’Ang II. Il est
possible que certains des effets de l’Ang II sur le remodelage vasculaire en
hypertension artérielle impliquent l’inactivation des PTPs suite à la production des
DROs par l’Ang II.
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Figure 6. Oxydation des protéines tyrosines phosphatases par les DROs
A. L’oxydation des PTPs entraine la formation d’un acide sulfénique,
sulfinique ou sulfonique (Adapté de den Hertog J et al. Arch Biochem
Biophys. 2005)
B. L’oxydation de la cystéine catalytique entraine un changement de










3.4.5 Facteurs de transcription
Plusieurs facteurs de transcriptions tels que NF-kB (Facteur nucléaire kB), AP- 1,
HIF- 1 (Hypoxia-inducible factor- 1) et egr- 1 (Early growth response- 1) importants
dans la biologie du système cardiovasculaire sont directement activés par les DROs.
Les DROs régulent les facteurs de transcription à plusieurs niveaux: 1- il a été
démontré que les facteurs de transcription possèdent une cystéine conservée qui est
susceptible à l’oxydation par les DROs. Il a été suggéré que la modification des
résidus cystéines par les DROs affecte la liaison du facteur de transcription à l’ADN.
NF-kB, AP-1 et HIf-1 sont affectés de cette manière (Turpaev KT et al. 2002). 2- Les
DROs peuvent stimuler la translocation des facteurs de transcriptions, tel que NF-kB,
dans le noyau, contribuant ainsi à l’induction des gènes régulés par ces facteurs de
transcription (Barchowsky A et al. 1995). 3- Finalement, les DROs, tel que le H202,
peuvent induire l’expression de certaines protéines impliquées dans l’activation de
facteurs de transcription. En effet, il a été démontré que l’acide gras hydroperoxy et le
H202 activent c-Fos et c-Jun, deux protéines qui forment un hétérodimère, AP- 1 (Rao
GN et al. 1995).
3.4.6 Les protéines du cycle cellulaire
Plusieurs études ont démontré que les DROs peuvent induire un arrêt du cycle
cellulaire au niveau de la phase G2. De plus, les DROs peuvent ralentir la progression
du cycle cellulaire de la phase Gl à la phase S. Ces effets sont médiés par l’inhibition
de la cycline E/CDK2 et de la cycline B/CDK1 induite par les DROs (Cakir Y et al.
2005).
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3.6 Régulation de la survie cellulaire et de l’apoptosc par les
DROs
En plus de leur importance dans la croissance et prolifération des CMLVs, les
DROs jouent un rôle essentiel dans la régulation de la survie cellulaire en agissant
con-mie molécules de la signalisation intracellulaire anti-apoptotique. En plus
d’influencer la survie cellulaire, il a été démontré que les DROs suppriment la
croissance cellulaire et/ou entraînent l’apoptose (mort cellulaire programmée). De
plus en plus d’évidences suggèrent que l’apoptose cellulaire est un phénomène qui
joue un rôle important dans le remodelage vasculaire et cardiaque (deBlois D et al.
2001; Hamet P et al. 1996). En effet, la suppression du 11202 intracellulaire endogène
à travers la surexpression de la catalase ou à travers le traitement avec des
antioxydants inhibe la prolifération des CMLVs et promeut l’apoptose (Tsai JC et al.
1996; Brown MR et al. 1999). Plusieurs raisons pourraient expliquer la variabilité des
réponses cellulaires (apoptose/survie cellulaire vs. prolifération cellulaire) induites par
les DROs. Ceux-ci incluent la sévérité des dommages vasculaires, la dose de DROs, la
durée de l’exposition des cellules aux DROs et finalement le type cellulaire. Ainsi, les
patrons de signalisation intracellulaire induits par de faibles concentrations de DROs
stimulent la prolifération et croissance cellulaire, des concentrations plus modérés en
11202 induisent l’arrêt du cycle cellulaire, alors que de plus hautes concentrations en
H202 (500 1iM-1 mM) induisent l’apoptose des CMLVs (Martindale JL et al. 2002).
Dans les CMLVs, les concentrations modérés en 11202 induisent l’arrêt du cycle
cellulaire au niveau de la phase Gi, l’inhibition de l’activation de CDK2, une
diminution de l’ARN messager de la cycline A et l’augmentation de l’expression de
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l’ARNm de p21. Tous ces résultants sont obtenus après 2 à 24 h d’exposition avec le
H202 (Deshpande NN et al. 2002). Le F1202 promeut la survie cellulaire dans
plusieurs types cellulaires suite à l’activation du patron signalisation de la PI3KJAkt
(Niwa K et al. 71 1). En effet, le traitement des cellules avec le wortmannin, inhibiteur
de la PI3K, bloque l’activation d’Akt par le H202 et ainsi induit la mort cellulaire
(Sonoda Y et al. 1999). Le patron de signalisation de PI3K!Akt induit les signaux de
signalisation de survie cellulaire à travers la suppression de l’activation de facteurs
apoptotiques intracellulaires tels que BAD, caspase 9, GSK3 et IKKŒ (Datta SR et al.
1991). De plus, ASK1, le médiateur en amont de l’activation de JNK et p38 MAP
kinase est phosphorylé par Akt, ce qui prévient son habilité à activer JNK. Ainsi Akt
protège les cellules contre l’induction de l’apoptose par le H202 (Kim AH et al. 2001).
Le rôle des DROs dans l’apoptose fut initialement proposé en se basant sur
l’observation que Bd-2, un inhibiteur général de l’apoptose, a une fonction anti
oxydante. Bd-2 est localisée au niveau de la membrane externe des mitochondries et
lorsque surexprimé, il protège contre la peroxydation des lipides. Le blocage de la
libération du cytochrome C par Bd-2 constitue un mécanisme qui pourrait expliquer
l’effet anti-oxydant de Bd-2. (Hockenbery DM et al. 1993). Jusqu’à présent, il a été
démontré que plusieurs voies de signalisation intracellulaires sont impliquées dans
l’apoptose induite par les DROs. Dans les myocytes cardiaques, le H202 induit
l’apoptose cellulaire à travers la transiocation de Bax/Bad mitochondrial, l’activation
de p53, la libération du cytochrome c mitochondrial, l’activation de la caspase 3 et la
fragmentation de l’ADN (Jolmson 1M et al. 1996; Cook SA et al. 1999). De plus, il a
été démontré que l’activation de la cascade de signalisation MAP kinases kinases
kinases (telle que ASK1), ou MAP kinases kinases (telle que MKK4/MKK7) et MAP
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kinase JNK et p38 MAP kinases, par le F1202 régule un certain nombre de protéines
impliquées dans l’apoptose tels que la famille des protéines Bd-2 (Bd-xi, Bax) et la
ligase ubiquitine ITCH qui promeut la dégradation de FLIP (Shen HM et al. 2006).
Récemment, il a été démontre que ASK1 est essentielle pour l’activation de JNK et de
p38 MAP kinases par les DROs (Tobiume K et al. 2001) et qu’une inhibition de ASK
1 avec la thioredoxine inhibe les patrons de signalisation apoptotiques (Liu Y et al.
2002). Cependant, il a été prouvé que ERK possède des effets anti-apoptotiques. En
effet, l’activation de ERK1/2, ainsi que l’activation de Akt/PKB inhibent l’apoptose
cellulaire dans les CMLVs et cellules endothéliales (Nishimura K et al. 2006; Allen
RI et al. 2005).
3.6 Dommages vasculaires induits par les DROs
À travers l’activation des patrons de signalisation décrits ci-dessus, les DROs
influent la croissance/migration, la contractionldilatation et l’inflammation vasculaire.
L’hypertension artérielle est associée à une augmentation du stress oxydant qui
contribuerait à l’accélération de l’hypertrophie et de la prolifération cellulaire. Ces
processus augmentent les dommages vasculaires et le remodelage des artères en
hypertension artérielle. En plus d’influencer la croissance cellulaire, les DROs
contribuent aux changements de structure des artères de résistance en augmentant la
déposition des protéines de la matrice extracellulaire tels que le collagène et la
fibronectine. De plus, il semblerait que la migration des CMLVs induite par les
facteurs de croissance (PDGF) est inhibée par les antioxydants et les inhibiteurs de la
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NAD(P)H oxydase suggérant ainsi l’importance des DROs dans la migration des
CMLVs.
Les DROs semblent activer des voies de signalisation intracellulaires menant à la
contraction ou à la dilatation des artères; dépendamment du lit vasculaire, des DROs
produits et de la présence d’une dysfonction endothéliale.
Le stress oxydant contribue de manière significative à la dysfonction endothéliale et à
la perméabilité vasculaire en hypertension artérielle; particulièrement lorsque la
réaction inflammatoire est augmentée. Les DROs sont donc impliqués dans
l’activation de plusieurs gènes pro-inflammatoires ainsi que dans le recrutement de
cellules inflammatoires (Lassegue B et aÏ. 2004).
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CHAPITRE 4. LES DÉRIVÉS RÉACTIFS DE
L’OXYGÈNE ET L’HYPERTENSION
ARTÉRIELLE
4.1 Le stress oxydant dans les modèles génétiques
d’hypertension
Une augmentation de la génération des DROs dans les artères de résistance, les
grosses artères et les reins des modèles $HR et SHR-SP suggère l’importance du
stress oxydant dans le développement de cette pathologie. Il semblerait que dans le
modèle SHR, les DROs jouent un rôle important dans le développement de
l’hypertension puisque la présence de stress oxydatif dans les vaisseaux est détectée
avant même le développement de la maladie (Nabha L et al. 2005). L’augmentation
du stress oxydant dans les reins et les vaisseaux sanguins du modèle $HR est associée
à une augmentation de l’expression et de l’activation de la NAD(P)H. Dans ces
modèles, même si d’autres sources enzymatiques tels que la xanthine oxydase, le
“non-couplage” de la eNOS et les sources mitochondriales, semblent jouer un rôle
dans la production des DROs dans les cellules vasculaires, il semblerait que la source
majeure de production de l’•02 est la NAD(P)H oxydase (Chabrashvili T et al. 2002;
Lassegue B et al. 2003). Cependant, dans les ECs, le “non-couplage” de la eNO$
semble jouer un rôle primordial dans la dysfonction endothéliale en hypertension
(Adlam D et aÏ. 2006). De plus, l’expression endogène des protéines antioxydantes,
incluant la thioredoxine, est altérée dans l’aorte, le coeur et les reins des rats SHR et
SHR-SP comparativement aux rats normotendus WKY (Ulker S et al. 2003). La
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contribution du stress oxydant à la dysfonction endothéliale observée dans
l’hypertension génétique à été démontrée. En effet, la biodisponibiÏité vasculaire du
NO se trouve diminuée suite à l’augmentation de la production de l’anion superoxyde
chez le rat SHR et $HR-SP. Les antioxydants tels que la catalase, le tiron (un
“scavenger” de 1’.02), l’allopurinol (inhibiteur de la xanthine oxydase) et
l’indomethacine (inhibiteur de la cyclooxyganase) améliorent la dysfonction
endothéliale des aortes des rats SHR (Ulker $ et al. 2003). finalement, la
consommation d’antioxydants (alpha-tocophérol) pendant toute la durée de vie des
rats SHR attenue l’augmentation de la pression artérielle et diminue le stress oxydant
par diminution de l’expression des sous-unités de la NAD(P)H oxydase (sous-unités
gp9lphox et p22phox), suggérant la contribution du stress oxydant à l’élévation de la
pression artérielle (Zhan CD et al. 2004). La contribution de la NAD(P)H à l’élévation
de la pression artérielle fut également confirmée et démontrée en utilisant un modèle
de souris “knock out” pour la p47phox (p47phox-/-). Ce dernier ne développe pas
d’hypertension artérielle suite à l’infusion chronique d’Ang II (Landmesser U et al.
2002).
4.2 Le stress oxydant dans les modèles expérimentaux
d’hypertension
L’existence d’un état de stress oxydant à été démontré dans plusieurs modèles
expérimentaux d’hypertension artérielle incluant le modèle d’infusion chronique de
l’Ang II (ReckelhoffJF et al. 2003) ou d’aldostérone (Iglarz M et al. 2004), le 2K1C
(Welch WJ et al. 2003) et le modèle Dahl sensible au sel (Tojo A et aï. 2002).
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L’utilisation d’inhibiteurs de la NAD(P)H oxydase (apocynine), d’inhibiteurs de la
xanthine oxydase (allopurinol), d’antioxydants ou des mimétiques de la SOD
(tempol), induit la réduction de la pression artérielle et prévient le développement de
l’hypertension dans plusieurs modèles expérimentaux, suggérant ainsi l’importance
des DROs dans cette pathophysiologie. En plus de leurs effets sur la pression
artérielle, les antioxydants régressent le remodelage vasculaire, l’inflammation
vasculaire, rénale et cardiaque et améliorent la dysfonction endothéliale dans ces
modèles (Park JB et aï. 2002b; Rodriguez-Iturbe B et aï. 2003). Cependant, il est
important de mentionner que la pression artérielle n’est pas nécessairement la cause
principale de l’augmentation du stress oxydant en hypertension et ceci est confirmé
par le fait que l’hypertension artérielle induite par la norépinephrine n’est pas associée
à une augmentation du stress oxydant, et les antioxydants comme la $OD ne
diminuent pas la pression artérielle dans ce modèle (Laursen JB et aï. 1997).
4.3 Le stress oxydant dans l’hypertension humaine
Le stress oxydant est augmenté chez les patients avec une hypertension
essentielle, rénovasculaire ou encore sensible au sel. Les marqueurs du stress oxydant
(8-epi-isoprostanes, malondialdehyde, IBARS) sont augmentés chez les patients
hypertendus vs. normotendus (Laffer CL et al. 2006). Ceci est probablement relié à
une augmentation de la formation des DROs, à une diminution de la biodisponibilité
du NO et à une diminution de l’expression et activité de certains antioxydants. Ces
phénomènes sont associés à une réduction de la vasorelaxation médiée par le NO
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(dysfonction endothéliale) ainsi que par une augmentation des facteurs de risque pour
d’autres maladies cardiovasculaires (Minuz P et al. 2002).
Chez l’humain, le polymorphisme de certains gènes, incluant celui de la sous-
unité p22phox de la NAD(P)H oxydase et celui du récepteur AT- 1, ont été démontré
comme étant important dans la pathophysiologie de l’hypertension artérielle. Le
polymorphisme C242T de p22phox est associé à l’hypertension artérielle et à une
augmentation de l’activité de la NAD(P)H oxydase et de l’expression de p22phox
(Moreno MU et al. 2006). Il existe une relation directe entre le niveau de stress
oxydant et le polymorphisme de gènes impliqués dans la régulation du RAS. En effet,
le polymorphisme du gène récepteur de l’Ang II AI-l (-153A/G) est associé a une
augmentation des niveaux de F2-isoprostanes dans l’urine suggérant l’importance de
l’activation du RAS dans la production du stress oxydant (Ormezzano O et al. 2005).
4.4 Stratégies pour réduire le stress oxydant en hypertension
artérielle
Plusieurs stratégies ont été mises en oeuvre dans le but de réduire la production
des DROs en hypertension artérielle. Ces stratégies comprennent l’augmentation de la
biodisponibilité des antioxydants par la diète et la diminution de la génération des
DROs.
Plusieurs études prospectives ont démontré que la prise d’antioxydants
(vitamines) prévient le développement de l’hypertension artérielle chez l’humain
(Digiesi V et al. 2001). De plus, la consommation de vitamine E diminue les risques
de développement des maladies coronaires (Stampfer MJ et al. 1993). En plus de
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prévenir la survenue de la pathologie, d’autres études ont démontré que les
antioxydants diminuaient la pression artérielle ainsi que l’hypertension chez l’humain
(Duffy $1 et al. 1999, Galley HF et al. 1997). De plus en plus d’études cliniques
supportent le fait que les antioxydants ont un effet bénéfique sur l’amélioration de la
fonction endothéliale. Ces études ont une durée de quelques mois, utilisent des doses
élevés en vitamines E et C et ont comme but d’étudier l’activation des marqueurs
solubles de la fonction endothéliale sur la fonction artérielle (Aminbakhsh A et al.
1999). Cependant, même si plusieurs études ont démontré que les antioxydants
possédaient plusieurs avantages dans la protection des dommages cardiovasculaires et
plus particulièrement dans l’amélioration de la fonction endothéliale, plusieurs
grandes études cliniques n’ont pas réussi à démontré un rôle bénéfique des
antioxydants dans la réduction de la mortalité due aux dommages associés à certaines
maladies cardiovasculaires. Plusieurs raisons pourraient expliquer la variabilité entre
ces grandes études cliniques. La première raison est le choix des vitamines
antioxydantes ainsi que le choix de la dose utilisée. En effet, la majorité des grandes
études cliniques effectuées jusqu’à présent mesurent l’effet de suppléments de
vitamines E sur les risques cardiovasculaires. Ces études comprennent CHAOS
(Stephens NG et al. 1996), GIS SI-Prevenzione (GIS SI-Prevenzione Investigators) et
HOPE Trial (Yusuf S et aÏ. 2000). L’utilisation de suppléments de vitamine E seule et
sans combinaison avec d’autres antioxydants pourrait expliquer les résultats négatifs
obtenus dans ces études. En effet, ces études n’ont pas démontré de diminution de la
mortalité au niveau des groupes traités avec les antioxydants versus les groupes
placebo. Il est important de mentionner que les études épidémiologiques qui ont
trouvé une association entre la consommation de vitamine E et la baisse de l’incidence
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de maladies coronaires vasculaires ont été associé à des consommations plus élevées
en vitamine E ainsi qu’a des combinaisons avec d’autres vitamines et micronutriments
(Gaziano JM et al. 1995; Kushi LH et al. 1996). En plus de la dose et du choix des
vitamines, le choix de la population étudiée et la durée des études pourraient
également expliquer le manque de consistance des études cliniques randomisées. En
effet, dans les études cliniques prospectives et randomisées telles que CHAOS (2002
patients), GISSI-prevenzione trial (3658 patients) ou HOPE (9541 patients), la durée
du traitement a été de 1,5, 3,5 et 4,5 années respectivement, ce qui semblerait
insuffisant pour obtenir des résultats satisfaisants. Finalement, il se pourrait que les
patients recrutés n’ aient pas réussi à répondre aux effets bénéfiques des antioxydants
utilisés à cause de l’avancement de leur état de santé cardiovasculaire. En effet, les
patients recrutés dans ces études étaient atteints d’une maladie vasculaire
coronarienne (CHAOS), possédaient un antécédent d’infarctus du myocarde (GISSI
Prevenzione), ou encore étaient atteints de d’autres maladies telles que le diabète ou




Nous proposons que les voies de signalisation intracellulaire induites par les
DROs sont différentiellement régulées dans les CMLVs de rats hypertendus SHR vs
normotendus WKY.
Les objectifs spécifiques de la thèse sont de:
1- Déterminer si les voies de signalisation calciques, régulées par les DROs, sont
augmentées en hypertension artérielle. Pour cela, nous avons élucidé le rôle du
H202 et de l’•02 dans la mobilisation du calcium intracellulaire au niveau des
cellules musculaires lisses vasculaires provenant d’artères de résistance de rats
spontanément hypertendus (SHR) et de rats normotendus (WKY). De plus, nous
avons examiné les réponses contractiles des artères de résistance suite à la
stimulation par le H202. finalement, nous avons évalué la contribution des canaux
calciques dans la modulation de la [Ca2J par les DROs (Chapitre 5).
2- Évaluer l’activation des MAP kinases par le H202 dans les CMLVs provenant
des artères de résistance de rats SHR et WKY. Nous avons caractérisé le rôle des
tyrosines kinases de type non-récepteur et récepteur ainsi que le rôle des PKC dans
l’activation d’ERK1/2 et de p38 MAP kinase par le H202 dans les CMLVs de rats
$HR et WKY (Chapitre 6).
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3- Déterminer si l’Ang II augmente la signalisation des protéines tyrosines kinases,
décrite précédemment dans les CMLVs des rats SHR, à travers une inactivation par
oxydation des PTPs. Nous avons donc étudié la régulation des PTPs par l’Ang II et
le H202 dans les CMLVs provenant de rats hypertendus SHR et normotendus
WKY. Nous voulions tester l’hypothèse que la production des DROs par l’Ang II,
tel que décrit précédemment, influence l’augmentation de la phosphorylation des
protéines tyrosines intracellulaires en induisant une oxydation réversible et une
inactivation des protéines tyrosines phosphatases telle que la SHP-2. La SHP-2, tel
que décrit ci-dessous, est une PTP qui est impliquée dans la signalisation
intracellulaire des récepteurs tyrosines kinases. De plus, nous voulions évaluer si
l’inactivation de la $HP-2 influençait à la hausse certains patrons de signalisation
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5.1 ABSTRACT
We investigated the role of reactive oxygen species (ROS), particularly
hydrogen peroxide (H202) and superoxide anion (02) in the regulation of vascular
smooth muscle celi (VSMC) Ca2 concentration ([Ca2]) and vascular contraction and
assessed whether redox-dependent Ca2 signaling and contraction are altered in
hypertension. VSMCs and mesenteric arteries from Wistar Kyoto (WKY) and
spontaneously hypertensive rats (SHR) were studied. Celis were stimulated with H202
-4 . - -5 2+ . . -(10 mol/i) or LY$3583 (02 generator, 10 molli). [Ca ] and cytosolic 02 were
measured by fura-2AM and tempo-9-AC fluorescence respectiveiy. L-type and T-type
Ca2 channels were assessed using verapamil/diitiazem and mibefradil respectively
and mRNA and protein expression of these channeis was assessed by real-time PCR
and immunoblotting respectiveiy. 11202 time-dependentiy increased [Ca2j and
contraction with significantly greater effects in SHR versus WKY (p<0.001).
LY$35$3 increased [Ca2j1 in both strains, but responses were blunted in $HR.
Removal of extracelluiar Ca2 abrogated [Ca2j responses to 11202 and 02.
Verapamil and diltiazem, but flot mibeftadii, significantly decreased H202 -induced
[Ca2j responses with greater effects in SHR (p<0.01). L-type and T-type Ca2
channel inhibition reduced LY83583-mediated [Ca2j increase only in WKY cells.
Both types of Ca2 channels were expressed (mRNA and protein) in VSMCs from
WKY and SHR, with greater abundance in SHR than WKY (2-3 fold). These resuits
demonstrate that ROS increase vascular [Ca2j1 and contraction, primariiy via
extraceiiular Ca2 influx. Whereas responses to H202 are enhanced, •02 -mediated
actions are blunted in SHR. These effects may relate to differential activation of Ca2
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channels by H202 and 02. Enhanced activation of L-type Ca2 channels and




Reactive oxygen species (ROS), particularly superoxide anion (0j) and
hydrogen peroxide (11202), have been suggested as mediators of vascular structural
and functional changes in hypertension (1,2). findings from in vitro and in vivo
studies demonstrate that 02 and H202 increase vascular contractility stimulate
vascular smooth muscle cell (VSMC) growth and induce inflammatory responses,
characteristic features of small arteries in hypertension (1-5). ROS mediate these
effects through redox-sensitive signaling pathways (6,7). In cultured VSMC and
endothelial celis ROS influence MAP kinases, tyrosine kinases and transcription
factors (8-10). In addition recent studies suggest that 02 and H202 modulate
intracellular free Ca2 concentration ([Ca2jj), a major determinant of
contractionlrelaxation in vascular smooth muscle (11).
In the vasculature, redox-sensitive [Ca2j effects have been demonstrated primarily in
the endothelium. In isolated endothelial cells, increased generation of endogenous 02
by xanthine oxidase/hypoxanthine results in a rapid [Ca2j1 increase, followed by a
slow and sustained elevation (12). This biphasic response is due to Ca2 mobilization
from cytosolic stores followed by extracellular Ca2 influx (12). In bovine aortic
endothelial cells, 02 inhibits Ca2 release-activated entry (CRAC) and Ca2 extrusion
and accelerates Ca2 leak from intracellular stores (13). 02 and 11202 seem to
differentially regulate endothelial [Ca2j1. Whereas 02 elicits a slow and sustained
increase in endothelial [Ca2j, 11202 induces concentration-dependent Ca2
oscillations (14). furthermore 02 increases bradykinin- and ATP -induced [Ca2j
(15) while ONOOE inhibits agonist-stimulated Ca2 responses (16). Since endothelial
74
[Ca2j plays an important role in nitric oxide regulation, these redox-sensitive
processes may influence endothelium-dependent vasodilation. In fact, endogenous
H202 has been suggested to be an endothelium-derived hyperpolarizing factor (17).
Emerging evidence indicates that RO$ also influence [Ca2j1 in VSMCs
(11,18,19). Most studies demonstrate an inhibitory effect of ROS on
sarco(endo)plasmic reticulum Ca2-transporting ATPase (SERCA), thereby
decreasing Ca2 transport into reticular stores resulting in cytosolic Ca2 accumulation
and increased [Ca2jj (18,20). Mechanisms whereby H202 inhibits SERCA are
probably through oxidation of sulfydryl groups or by direct attack on the ATP binding
site (18,21). Superoxide stimulates 1P3-induced Ca2 release from vascular smooth
muscle sarcoplasmic reticulum, further increasing [Ca2j (22). Ca2-activated C1
currents 1CI(Ca) are also regulated by redox-sensitive processes (23). Diamide, a non
specific oxidant, enhanced the amplitude of ‘CI(Ca) by stimulating Ca2 influx through
voltage-dependent Ca2 channels in smooth muscle ceils from rabbit portal vein. Not
ail studies reported a [Ca2j1 stimulatory effect of RO$. In cultured aortic smooth
muscle ceils, 02 attenuates Ca2 mobilization and decreases Ca2 sensitivity of the
contractile machinery (24). Indeed, studies of ROS effects on vascular tone are
contradictory. In most studies H202 and 02 induce vasoconstriction and attenuate
endothelium-dependent vasodilation (20,25,26). However, in cerebral arterioles and in
isolated coronary arteries H202 induces vasodiiation (27,28) and in isolated bovine
aortic smooth muscle cells, 02 attenuates contraction (24). Reasons for these
conflicting resuits probabiy depend on the blood vessel studied, the concentration and
type of free radical employed and the presence or absence of vascular endothelium.
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Few studies have examined the role of ROS in vascular Ca2 homeostasis and
contraction in hypertension. Gao and Lee demonstrated that H202-induced contractile
responses are enhanced in isolated mesenteric arteries from spontaneously
hypertensive rats (SHR) compared with normotensive Wistar Kyoto (WKY) controls
(29). Rodriguez-Martinez et al (30) reported that H202-induced contraction is
augmented in de-endothelialized aorta from $HR. However, the role of VSMC Ca2 in
these processes is unclear. To address this we investigated whether H202 and 02
modulate [Ca2j in VSMCs from WKY and $HR and assessed whether [Ca2]
responses to ROS are differentially regulated in hypertension. furthermore we studied





The study was approved by the Animal Ethics Committee of the Clinical
Research Institute of Montreal (IRCM). Male WKY and SHR (Taconic Farms mc,
Germantown, NY) were used. Rats were killed by decapitation.
Ccli Culture
VSMCs derived from mesenteric arteries were isolated from 10 WKY and 10
SHR rats and characterized as described previously (31). Briefly, mesenteric arteries
were cleaned of adipose and connective tissue and V$MCs dissociated by enzymatic
digestion. The tissue was filtered and the ccli suspension centriftiged and resuspended
in DMEM containing heat-inactivated caif serum, HEPES, L-glutamine, penicillin,
and streptomycin. VSMCs were grown on round glass coversiips (25 mm diameter) in
plastic dishes and maintained at 37°C in a humidified incubator (5% C02195% air).
Low-passaged celis (passages 3 to 6) were used. Before experimentation, celis were
rendered quiescent by serum deprivation and maintenance in serum-ftee DMEM for
24 hours.
Measurement of tCa2]
[Ca2j was measured using the fluorescent probe fura-2AM (Molecular
Probes, OR) as previously described (31). On the day of the study, the culture
medium was replaced with warmed modified Hank’s buffered saline containing
(mmol/1): 137 NaC1, 4.2 NaHCO3, 3 Na2HPO4, 5.4 KC1, 0.4 KH2PO4, 1.3 CaC12, 0.5
MgC12, 10 glucose and HEPES (pH 7.4). Celis were loaded with fura-2AM (4
imol/l), dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) containing 0.02% pluronic f-127
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(Moiecular Probes) and incubated for 30 minutes at 37 oc in a humidified incubator.
Under these loading conditions, the ratiometric fluorescence ceil images are
homogeneous, indicating no significant compartmentaiization of the dye. Afier 30
mi the loaded ceils were washed and used after a 5 to 10-minute stabilization period.
Ail washing procedures and experiments were performed at room temperature,
thereby minimizing compartmentalization and ce!! extrusion of the dye. The
coverslip-containing cells was placed in a stainless steel chamber and mounted on the
stage of an inverted microscope (x40-oil immersion objective), and an Attofluor
fluorescence digital imaging system (Zeiss) was used, as previousiy described (31).
Fura-2AM ioaded cells were exposed to an excitation waveiength of 340 and 380 nm
while monitoring the emission signal at 510 nm.
[Ca2jj responses were measured in ceiis exposed to increasing concentrations
of H202 and LY83583, a superoxide-generating napthoquinolinedione (32) in the
absence (2 mmoi/L EGTA) or presence of extraceiiular ca2. b determine whether
H202 or LY$3583-induced [ca2j changes were dependent on ca2 influx through L
or T-type calcium channeis, L-type (verapamii and diltiazem) and T-type (mibefradii)
ca2 channel inhibitors were used. In these experiments, ceils were pretreated for 15-
20 minutes with vehicle, verapamil (10 mol/L), diitiazem (10 mol/L) or mibefradil
(1OE5 moi/L) before H202 (0 to 90 minutes) or LY$3583 (0 to 75 minutes) stimulation.
To determine whether H202 induced [Ca2] changes was reversible afier 75 minutes
of stimulation, VSMCs were washed with Hank’s buffer during 20 minutes and the
[ca2j were measured.
Measurement of 02 production.
7$
To determine whether LY83583 does in fact stimulate 02 generation in our
experimental model, celis were exposed to LY83583 (0 to 75 minutes) and the
fluorescence intensity was measured using the probe Tempo-9-AC (33). Celis were
loaded with the fluoroprobe (4 imo1/L) for 30 mins at room temperature and washed
three times with Hank’ s modified buffer. Loaded celis were allowed to equilibrate for
5-10 minutes before analysis. In some experiments, ceils were pre-exposed to tempo!
(1 mmol/L, for 20 minutes), a superoxide anion scavenger, and then subjected to
LY$3583 stimulation. Fluorescence was measured using an Attofluor system (Zeiss)
as we described (33). Excitation and emission wavelengths were set at 360 nm and
510 nm respectively.
Vascular Smootli Muscle Œic and ŒIG subunits mRNA levels
Cellular mRNA levels of ŒiC (L-type Ca2 chaimels) and ŒIG subunits (T-type
Ca2 channel) were studied by real-time PCR. Total RNA was iso!ated from WKY
and $HR VSMCs by using Trizol Reagent (GIBCO-BRL). Reverse transcription was
performed using 2 tg of RNA as previously described (34). ReaI-time PCR was
performed with a Stratagene Mx4000 $ystem for relative quantification of V$MCs
CLic and ŒIG subunits mRNA. Sense and antisense primers were designed to generate
short amplification products ($2 bp for CLic subunit, 239 bp for ŒIG subunit, and 107
bp for ribosoma! protein $16, used as an interna! standard), which spanned one intron
region to detect contamination by genomic DNA. Primers for VSMCs a subunit
were: sense 5’-CCTCATTGGCTCACAGAAGT-Y and antisense 5’-
TACATCTTCAGGAGCATTTCT-3’; for VSMCs Œ1G subunit: sense 5’-
GCTGGAATGTGCTGGACGGCTTG-3’ and antisense 5’- ATGAAGAAGGCACAG
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CAAATGACC -3’; and for $16: sense 5’-AGGAGCGATTTGCTGGTGTGG-3’, and
antisense 5’ GCTACCAGGGCCTTTGAGATG-3’. To validate our real-time PCR
protocol, gene-specific standard curves for VSMCs cLic, Œ1G subunits and $16 were
generated from serial dilutions ofthe cDNA. Using the Quantitect SYBR Green PCR
Kit (Qiagen) and a final 0.5 imo1/L concentration of primers, real-time PCR was
conducted with an initial denaturing interval (95°C, 15 minutes) and then 40 sequence
cycles: 94°C (30 seconds), 56°C (45 seconds), and 72°C (30 seconds). A melting
curve analysis was also performed to check absence of formation of primer-dimers.
Ail samples were run in duplicate. Samples from WKY cDNAs were used as
calibrators and variations of cLIC and ŒIG subunits from $HR V$MCs were calculated
as a relative quantity compared with WKY group. Resuits are expressed as the ratio
between the gene of interest and $16 relative quantities.
Western Blot Analysis
VSMCs from WKY and SHR, passages 3 to 6, were washed twice with cold
PBS. Lysis buffer (Na pyrophosphate 50 mmol/L, Naf 50 mmol/L, NaCI 50 mmol/L,
EDIA 5 mmol/L, EGTA 5 mmol/L, Na3VO4 2 mmol/L, HEPES pH 7.4, 10 mmol/L,
Triton X-100 0.1%, PM$F 50 mmol/L, pepstatin 1 ig/m1, leupeptin 1 tg/ml, aprotinin
1 tg/ml) was added and the plates were placed on dry ice for 5 min. Cells were
scraped off, transferred to Eppendorf tubes, and sonicated for 5 sec. The protein
supernatant was separated by centrifrigation and protein concentrations were
determined with the Bio-Rad Protein Assay reagent (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
California). 30 j.tg of proteins were loaded on a 7.5% SDS-polyacrylamide gel and
transferred to nitrocellulose membrane (Boehinger, Mannheim, Laval, Quebec,
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Canada) for 2h30 at 100 V. Membranes were blocked with blocking buffer,
containing 5% w/v non-fat dry milk in PBS and incubated ovemight at 4°C.
Membranes were incubated for 2 h with anti-Œic subunit antibody (1:1000)
(Chemicon International), recognizing L-type Ca2 channels. Immunoreactive proteins
were detected by chemiluminescence and blots analyzed densitometrically (Image-
Quant software, Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA).
Preparation and Study of Small Arteries
16 weeks old WKY and SHR rats were killed by decapitation and the third
order superior mesenteric artery (2 mm in length) was isolated and mounted on 2
glass microcannulas in a pressurized myograph under constant intraluminal pressure
(45 mm Hg) (35). The vessels were equilibrated with warm (37°C) physiological sait
solution (in mmoi/L: NaC1 120, NaHCO3 25, KC1 4.7, KH2PO4 1.1$, MgSO4 1.1$,
CaC12 2.5, EDTA 0.026 and glucose 5.5) and bubbled continuousiy with 95% air and
5% CO to achieve a pH of 7.4. Vessels were used if they constricted (> 50%) in
response to potassium (125 mmol/L KC1) with norepinephrine ti- moi/L).
Contraction to H202 (1 0 mol/i) was assessed in a time dependent manner and was
expressed as a percentage of maximal response.
Statistical Analysis
Resuits are presented as the mean ± SEM and compared by two ways ANOVA




Effect of 11202 and LY83583 on VSMC tCa21
At low concentrations, H202- and LY83583-induced [Ca2] effects were
modest. Nevertheless H202 and LY$3583 dose-dependently increased [Ca2j, with
significant responses observed at 10 mol/L and i0 mol/L respectively (Figure 1).
Subsequent studies were performed using these concentrations. To ensure that celis
were viable following H202 stimulation, an additional set of experiments was
performed where [Ca2] was determined in H202-stimulated ceils following a
washout period (20 minutes). As demonstrated in figure 2, following the washout
phase, [Ca2J retumed to pre-stimulated levels.
Effect of 11202 on VSMC [Ca2J in the absence and presence of extracellular
Ca2.
In the presence of extracellular Ca2, H202 induced a significant increase in
[Ca2j1 (Figure 3). Responses were slow in both WKY and SHR and were
significantly increased above basal levels afler 30 minutes. 75 minutes afler
stimulation, [Ca2j was increased more than 3-fold in SHR, which was significantly
greater than responses in WKY (p<0.001). In the absence of extracellular Ca2, H202-
mediated [Ca2j effects were abrogated in both groups.
Effect of L-type and T-type calcium channel inhibitors on 11202 induced tCa21
increase.
Removal of extracellular Ca2 abolished H202-mediated actions, suggesting
that [Ca2] responses are due to extracellular Ca2 influx (Figure 3). To investigate
whether Ca2 channels play a role in this process, celis were pretreated with two
different types of L-type Ca2 channel blockers, verapamil and diltiazem. In addition,
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T-type Ca2 channels were investigated using the T-type blocker, mibefradil. As
shown in figures 4a and 4b, both verapamil and diltiazem decreased H202-mediated
[Ca2jj transients, with significantly greater effects in SHR. Pre-exposure of celis to
mibefradil did not produce any significant change in F1202 induced [Ca2] responses
(Figure 4c).
tCa2i effect of LY83583 in the presence and absence of extracellular Ca2.
To evaluate whether intracellular •02 influences [Ca2j1, VSMCs were
exposed to LY$3583, a celi membrane-permeable naphthoquinolinedione, which
generates 02 (32). To verify that LY83583 does in fact induce 02 formation in
VSMCs, we measured cytosolic 02 levels using Tempo-9AC (33). As demonstrated
in figure 5, LY$3583 stimulation resulted in a slow and sustained increase in Tempo
9AC fluorescence both in WKY and SHR ceils (-- 2 fold). To confirm that this
increase was due to intracellular increase in 02, celis were pre-exposed to tempo!, a
superoxide dismutase ($OD) mimetic, which significantly attenuated LY$35$3-
induced fluorescence.
2+LY$3583 induced a time-dependent increase in [Ca ] in both WKY and SHR
celis (Figure 6). Maximal responses were obtained within 45 minutes and were
significantly blunted in SHR compared with WKY celis (p<O.05). Removal of
extracellular Ca2 abolished LY835$3-elicited [Ca2] responses.
Effect of L-type and T-type calcium channel inhibitors on LY83583-induced
[Ca2] responses.
As demonstrated in figures 7a and 7b, verapamil and diltiazem significantly
decreased (p<O.05) LY$3583-induced [Ca2] signais in WKY (p<O.05), but not in
SHR celis. Similarly to, mibefradil significant!y reduced LY83583 effects in WKY
$3
only (p<O.001) (Figure 7c). Although Ca2 channel blockers decreased LY$3583-
induced actions in WKY, responses were flot completely inhibited.
VSMCs Œic and Œi subunits mRNA and protein content.
Relative quantification of aic and aio subunits mRNA content in VSMCs
from WKY and SHR by real time PCR showed a 2.5-fold increase in mRNA levels of
Œic subunit in SHR VSMCs as compared to WKY (p<O.05). Similar resuit was
observed with the UL1G subunit mRNA contents (3-fo1d increase in SIIR as compared
to WKY VSMCs, p<O.Ol) (Figure $A). In addition to increased mRNA expression,
protein content of L-type Ca2 channel was enhanced in VSMCs from $HR (Figure
8B).
Functional effect of 11202.
To evaluate whether ROS influence Ca2-dependent function, we assessed
vascular contractile responses to H202. H202 induced significant contraction, which
was time-dependent (Figure 9). Contractile responses were significantly higher in
mesenteric vessels from SHR compared to WKY (27.6 ± 4.2% of contraction in $HR
vs. 12 ± 3.3% of contraction in WKY) (Figure 9).
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5.5 DISCUSSION
Despite the fact that ROS have been implicated to play a foie ifl Ca2
signaling, there is a paucity of information regarding ROS effects on Ca2 homeostasis
in VSMCs, and to our knowledge, there are no detailed studies comparing redox
sensitive [Ca2j responses in VSMCs from normotensive and hypertensive rats. Here
we demonstrate that H202 and 02 increase vascuiar [Ca2] and contractiie responses
in WKY and SHR. These effects are dependent on extracelluiar Ca2 and are mediated
primarily via influx through Ca2 channels, which appear to be upregulated in SHR.
0f particular interest, whereas H202-mediated effects are increased, LY83583-
mediated actions are blunted in SHR compared with WKY. Our data suggest that
11202 may be more important than •02 in enhanced vascular Ca2 signaling and
contraction in SHR and may be attributabie, at least in part, to increased V$MC Ca2
channel activation.
Similar to our findings, others reported that J-1202 increases {Ca2jj in vascular
ceils (11,19,26,36). However, whereas previous studies showed that H202 regulates
[Ca2j via mobilization of intraceiiuiar Ca2 stores by altering inositol 1,4,5
trisphosphate (1P3) and $ERCA activity (18,21,22,37), we found that 11202 increases
Ca2 mainly by stimulating extracellular Ca2 influx. This was evidenced by findings
that depletion of extracellular Ca2 abolished H202-induced [Ca2j changes in both
WKY and SHR ceils. These responses appear to be mediated via L-type, rather than
through T-type Ca2 channeis, since verapamil and diltiazem, selective L-type Ca2
channel blockers, but not mibefradil, specific T-type Ca2 channei blocker, reduced
H202 effects. Exact mechanisms whereby ROS influence Ca2 channels are unciear
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but altered redox state of SH-groups may be important (38). Most studies examining
effects of ROS on Ca2 chaimeÏs were performed in cardiac celis, where a direct
correlation between F1202 levels and L-type Ca2 channel activation was found (39).
However, flot ail studies reported stimulatory effects of ROS. In mouse cerebral
cortical neurons, hydroxyl ion suppressed Ca2 influx through L-type voltage
dependent Ca2 channels (40). These differential responses may relate to cell-type
specificity. Neither verapamil nor diltiazem completely blocked H202-mediated
[Ca2j effects in VSMCs, indicating that mechanisms other than Ca2 channels
contribute to Ca2 influx. It is possible that sodium-calcium exchangers (NCX), non
specific ion channels and the cation channel long transient receptor potential channel
2 (LTRPC2) may play a role, since these transporters are also regulated by 11202 (41).
The magnitude of [Ca2] inhibition by verapamil and diltiazem was greater in
SHR than WKY ceils, suggesting that H202-induced effects on L-type Ca2 channels
are enhanced in SHR. This is supported by our findings that Ca2 channel expression,
both at the mRNA and protein levels, was augmented in SHR compared with WKY.
This may contribute to the augmented [Ca2j response by F1202 in SHR and may
explain why H202-induced contractile responses are exaggerated in SHR (29,30). In
fact increased VSMC Ca2 influx through L-type Ca2 chaimels bas been reported in
hypertension. In mesenteric VSMCs from SHR membrane density of whole-cell and
2+ . . 2+single-channel L-type Ca currents is increased and L-type Ca currents are larger
compared with WKY rats (42,43). Pratt et al. described a potential mechanism for this
increase (44). They showed that the ai0 subunit mRNA and pore forming protein are
upregulated in SHR mesenteric and skeletal arteries and that the increased number of
L-type Ca2 channel pores are associated with the generation of abnormal tone (44).
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Compared with H202, LY83583-mediated actions were modest. In fact
maximal [Ca2j responses to H202 were increased 3-4-fold, whereas responses were
only increased about 1 .5-fold by LY83583. In WKY celis, verapamil, diltiazem and
mibefradil attenuated LY$35$3-induced effects, suggesting that 02 regulates Ca2
influx, at least in part, through activation of L-and T-type Ca2 chaimels. These 02 -
dependent processes do flot seem to be important in SHR, since Ca2 channel
inhibitors had no effect on [Ca2j responses, which were in fact blunted. These
findings indicate differential regulation of [Ca2j1 by 02 in WKY and SHR. Reasons
underlying reduced [Ca2j1 responsiveness to ‘02 are unclear, but may relate to Ca2
channel insensitivity by 02 in SHR. In fact some studies reported that ROS inhibits
Ca2 channel activity and Ca2 influx, which could also contribute to reduced [Ca2jï
effects (20,39). However, these aspects require further clarification.
The functional significance of ROS-induced [Ca2j regulation relates to our
findings that F1202 influenced vascular contraction and that responses were enhanced
in SHR. These resuits confirm those of Gao and Lee (29) who showed that H202
induces an exaggerated contraction in mesenteric arteries of SHR through
thromboxane A2 production. However, not all studies demonstrated vasoconstriction
in response to ROS. Endothelium-dependent H202-induced vasorelaxation has been
demonstrated in human coronary and mesenteric arteries, cat cerebral arterioles, piglet
pial arterioles, mouse mesenteric arteries and rat cerebral arteries (45-48). Reasons for
these differences may relate to vessel heterogeneity and/or to the free radical species
studied. In fact ROS have been described to have dual vasoconstrictionlvasodilation
properties (49).
$7
In summary, our study demonstrates the nove! findings that H202 and 02
differentially regulate [Ca2j in VSMCs ftom SHR. Whereas H202-induced effects are
enhanced, 02 actions are blunted. Mechanisms underlying these processes may
relate to increased activation of L-type Ca2 channe! by F1202, but flot by 02.
furthermore, since H202 effects were significantly greater than those of 02, we
propose that H202 may be a more important ROS signaling molecule than 02 in
VSMCs, as has been previously suggested (8-10). An aspect of our study that should
be considered relates to the concentration of H202 used. Although 1 0 mol/L is not a
physiological concentration, under pathological conditions, such as in ischemia
reperfusion injury and in vascular damage associated with hypertension, diabetes and
atherosclerosis, vascular H202 can increase to levels within the iimolar range
(20,50,5 1). Thus data from our study identify a redox-sensitive Ca2 process that may
play an important role in altered vascular function in hypertension.
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5.8 LEGENDS 10 FIGURES
Figure 1. Line graphs demonstrate effects of increasing concentrations of H202
(figure la) and LY$3583 (figure lb) on [Ca2j responses in VSMCs from WKY rats.
Responses were measured afler 15 minutes of incubation. *p<005, **p<001,
***p<0 001 versus basal values.
Figure 2. Bar graph indicate [Ca2j responses before (basal) and afier (wash) H202
(1 O4molIL, 75 mm) stimulation in V$MCs from WKY and SHR. Responses were
measured after 20 minutes of washing with Hank’ s buffer. Results are presented as
mean±SEM. * p<O.05, **p<O.Ol vs. counterpart control. t p< 0.05 vs. H202
treatment.
Figure 3. Line graphs demonstrate effects of H202 (l0 mol/L) on [Ca2]1 in the
absence and presence of extracellular Ca2 (as described in the method). Cells were
pre-incubated in a Ca2 free buffer for 15 minutes prior to addition of H202. Resuits
are presented as the H202- induced change in [Ca2j measured using the fluorescent
probe Fura-2AM. Values are expressed as means±$EM, with each data point
comprising from 10-20 celis. *p<005, **p<001, ***p<0•001 versus H202
counterpart. tp<0.001 versus WKY group.
Figure 4. Figure 4a. Representative tracings of [Ca2j responses to H202 (1OE4 mol/L)
in the presence or absence of verapamil (10 mol/L). Figure 4b. Representative
tracings of [Ca2j responses to H202 in the presence or absence of diltiazem (10
9$
mol/L). Figure 4c. Representative tracings of [Ca2jj responses to F1202 in the
presence or absence of mibefradil (1O mol/L). VSMCs were pretreated for 15-20
minutes with vehicle, verapamil, diltiazem or mibefradil before 11202 (0 to 90
minutes) stimulation. Resuits are presented as the H202- induced change in [Ca2j1
measures using the fluorescent probe Fura-2AM. Values are expressed as means ±
SEM, with each data point comprising from 10-20 cells. *p<0•05, **p<0.Ol,
versus H202 counterpart. tp<O.001 versus WKY group.
Figure 5. Line graphs demonstrate effects of LY$35$3 (10 imol/L) on Tempo-9-AC
fluorescence in the absence and presence of tempo! (1 mmol/l) (as described in the
method). Celis were pretreated with tempol for 20 minutes prior 1Y835$3
stimulation. Results are presented as the LY$3583- induced change in Tempo-9-AC
fluorescence. Values are expressed as means ± SEM, with each data point comprising
from 10-20 celis. *p<005, **p<0•001 versus LY83583 counterpart.
Figure 6. Line graphs demonstrate effects of LY$3583 (10 jimol/L) on [Ca2j1 in the
absence and presence of extracellular Ca2. Celis were pre-incubated in a Ca2 free
buffer for 15 minutes prior to addition ofH2O2. Resuits are presented as the LY$3583
-induced change in [Ca2j measured using the fluorescent probe Fura-2AM. Values
are expressed as means±SEM, with each data point comprising from 10-20 ceils.
**p<0•01, ***p<0001 versus LY$35$3 counterpart. tp<O.05 versus WKY group.
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Figure 7. Figure 7a. Line graphs demonstrate effects of LY83583 (10 jimol/L) on
[Ca2] in the absence and presence of verapamil (i0 mol/L). Figure 7b. Line graphs
demonstrate effects of LY$3583 on [Ca2] in the absence and presence of diltiazem
(1 0 mol/L). Figure 7c. Line graphs demonstrate effects of LY835$3 on [Ca2J1 in the
absence and presence of mibefradil (10 mol/L). VSMCs were pretreated for 15-20
minutes with vehicle, verapamil, diltiazem or mibefradil before LY83 583 (0 to 75
minutes) stimulation. Resuits are presented as the LY$3583 -induced change in
[Ca2J measures using the fluorescent probe fura-2AM. Values are expressed as
means± SEM, with each data point comprising from 10-20 ceils. *p<005, **p<001,
versus F1202 counterpart. tp<0.05 versus SIIR group.
Figure 8. Figure 8a. Bar graph indicate relative quantification of U1C (L-type Ca2
channel) and ŒIG subunits (T-type Ca2 channel) mRNA content in VSMCs from
WKY and SHR. Results are expressed as the ratio between the gene of interest and the
gene of ribosomal protein $16 relative quantities. Resuits are presented as mean±$EM
for n=6. Figure 8b. Representative immunoblot demonstrate protein content of ulc
subunits in VSMCs from WKY and SHR. *p<005, **p<001 vs. WKY.
Figure 9. Line graph demonstrates the time-dependent response of WKY and SHR
mesenteric resistance arteries to H202 (10g mol/L) stimulation. Resuits are presented
as a percentage of contraction as compared to the basal state and are expressed as
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6.1 ABSTRACT
We investigated putative molecular mechanisms underlying MAP kinase
activation by F1202 in vascular smooth muscle celis (VSMC) and evaluated whether
H202-induced actions are altered in V$MCs from spontaneously hypertensive rats
($HR). VSMCs from mesenteric arteries of Wistar Kyoto rats (WKY) and SHR were
stimulated with H202 (2-30 minutes). Phosphorylation of ERKÎ/2 and p3$MAP
kinase was determined by immunoblotting. Involvement of tyrosine kinase and
protein kinase C (PKC) was evaluated using pharmacological inhibitors, tyrphostin
(A23 and A9) and GF109203X respectively. The role of receptor tyrosine kinases
(RTK), was assessed with AG1478, AG1296 and AG1024, selective inhibitors of
EGFR, PDGFR and IGfR respectively. Non-receptor tyrosine kinases (NRTK) were
studied using AG490 (JAK2 inhibitor) and PP2 (Src inhibitor). H202 stimulated
phosphorylation of ERK1/2 and p3$MAP kinase in a time-dependent manner. This
increase was significantly greater in SHR versus WKY (p<0.01). Activation of MA?
kinases was unaffected by Gf109203X but was decreased by tyrphostins (p<0.0l).
Inhibition ofNRTKs attenuated H202-mediated phosphorylation ofERK1/2 (p<zO.00l)
but not of p3$MAP kinase, whereas Src and JAK2 inhibition significantly decreased
phosphorylation of both MAP kinases (p<0.01). These data indicate that H202
increases ERK1 /2 and p3 $MAP kinase activation through tyrosine kinase-dependent,
PKC-independent mechanisms. Whereas ERK1/2 is regulated by both RTKs and
NRTKs, p3$MAP kinase is regulated by NRTKs. Our findings identify an important
role for tyrosine kinases, but not PKC, in H202—induced phosphorylation of ERK1/2
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and p3$MAP kinase in VSMCs. Upregulation of these processes may contribute to
enhanced redox-dependent MAP kinase signaling in SHR VSMCs.
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6.2 INTRODUCTION
Reactive oxygen species (ROS), including superoxide anion (•02) and
hydrogen peroxide (H202), have key roles in regulating vascular smooth muscle ccli
(VSMC) growth, differentiation, migration and inflammation (l-5). Redox
mechanisms underlying these events probably occur through activation of mitogen
activated protein (MAP) kinases (2,4,6,7). MAP kinases comprise a family of
ubiquitous protein-serine/threonine kinases, which participate in signaling cascades
that control numerous ceilular processes. 0f the major mammalian MAP kinases,
extracellular signal-regulated kinases (ERK1 /2), p3 8MAP kinase, c-Jun N-terminal
kinases (INK) and ERK5 are the best characterized. ERK1/2, phosphoryiated by
MEK1/2 (MAP/ERK kinase), is a major growth signaling kinase, whereas p3$MAP
kinase and JNK, phosphorylated by MEK3/6 and MEK4/7 respectiveiy influence celi
survival, apoptosis, differentiation, and inflammation (8). ERK5, regulated by MEK5,
is involved in protein synthesis, ccli cycle progression and ccii proliferation (9-11).
Enhanced activation of vascular MAP kinases has been demonstrated in various
modeis of hypertension and has been implicated in hypertensive vascular remodeling
and target-organ damage (12,13). Increasing evidence indicates that these kinases are
activated by ROS or by a mild oxidative shift to the intraceliular thioi/disulfide redox
state (6,14,15). Aithough MAP kinases are reguiated by oxygen free radicais, they are
probably not direct substrates of •02 and F1202.
Exact mechanisms whereby ROS influence MAP kinase activity remain
unclear. However activation of tyrosine kinases and protein kinase C (PKC) may be
important, since these moiecuies are redox-sensitive and are upstream of MAP kinases
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(8). Receptor tyrosine kinases (RTK), such as platelet-derived growth factor receptor
(PDGFR), epidermal growth factor receptor (EGFR) and insulin-like growth factor
receptor (10FR), non-receptor tyrosine kinases (NRTK), such as JAK2 and Src, and
various isoforms of PKC have been demonstrated to 5e targets ofROS (1 6-19).
In the present study we questioned the role of tyrosine kinases and PKC in the
activation ofERK1/2 and p38MAP kinase by H202 in VSMCs. In addition we sought
to evaluate whether redox-sensitive activation of these MAP kinases, important in
growth and pro-inflammatory signaling in VSMCs, is differentially regulated in celis
from spontaneously hypertensive rats (SHR). 0f the many ROS, we studied H202
because H202 is ceil-membrane permeable, it is a more stable ROS than •02 or 0H-,




The Study was approved by the Animal Ethics Committee of the Clinical
Research Institute of Montreal (IRCM) and carried out according to recommendations
of the Canadian Council of Animal Care. Sixteen-week-old male Wistar-Kyoto rats
(WKY) and SHR (n=1 0/group) (Taconic farms Inc. Germantown, N.Y.) were studied.
Rats were killed by decapitation.
Ccii Culture
Vascular smooth muscle celis (VSMCs) derived from mesenteric arteries were
isolated and characterized as described previously (20,21). Briefly, mesenteric arteries
were cleaned of adipose and connective tissue and VSMCs were dissociated by
enzymatic digestion of vascular arcades. The tissue was filtered and the ceil
suspension centrifuged and resuspended in Dulbecco’s Modffied Eagle Medium
(DMEM) containing heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), HEPES, L-glutamine,
penicillin, and streptomycin. VSMCs were cultured in DMEM containing 10% FBS
and maintained at 37°C in a humidified incubator (5% C02/95% air). Early passaged
celis (passages 3 to 6) were used. Before experimentation, ceils were rendered
quiescent by serum deprivation for 24 hours.
Western Biot Anaiysis of MAP kinases
Qiescent VSMCs were stimulated and then washed with cold PBS. Lysis buffer
(Na pyrophosphate 50 mmol/L, NaF 50 mmol/L, NaC1 50 mmol/L, EDTA 5 mmol/L,
EGTA 5 mmol/L, Na3VO4 2 mmol/L, HEPES pH 7.4, 10 mmol/L, Triton X-100
0.1%, PM$F 50 mmol/L, pepstatin 1 ig/ml, leupeptin 1 tg/m1, aprotinin 1ig/m1) was
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added. Plates were placed on dry ice for 5 min and allowed to thaw. Celis were
scraped off and sonicated for 5 sec. The protein supematant was separated by
centrifugation and protein concentrations were determined with the Bio-Rad Protein
Assay reagent (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). Equal amount of proteins were
loaded on a 10% SD$-polyacrylamide gel and transferred to nitrocellulose membrane
(Boehinger, Mannheim, Laval, Quebec, Canada) for 1h at 100 V. Membranes were
blocked with blocking buffer, containing tris-buffered saline, 0.1% Tween-20 with 5%
w/v non-fat dry milk for 1h at room temperature. Membranes were incubated
overnight at 4°C with anti-phospho-specific ERK1/2 antibody (Thr202/Tyr204) and
anti-phospho-specific p38MAP kinase antibody (Thrl 80/Tyrl 82) (Celi Signaling
Technology, Beverly, MA) (1:1000). Membranes were then incubated with secondary
antibodies (1:2000) for 1h at room temperature and incubated with Blotting Substrate
(Roche, Indianapolis, E’.T) following the manufacture’s protocol. Membranes were re
incubated with anti-a actin antibody. Immunoreactive proteins were detected by
chemiluminescence, exposed to film and blots analyzed densitometricaily (Image-
Quant software, Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA).
Experimental protocol
Celis were stimulated with H202 for 2-30 minutes. H202 was used at 1 0
mol/L, since we and others previously reported maximal effects at this concentration
(22). The role of tyrosine kinases and PKC in MAP kinase phosphorylation was
determined using selective pharmacological inhibitors, Tyrphostin A23 (iO mol/i)
and Gf109203X (105mo1/i) respectively. b assess whether H202-induced ERK1/2
and p38MAPK activation is mediated via EGFR kinase, PDGFR kinase or 10FR
kinase, we used the selective inhibitors A0147$, AG1296 and AG1024 (10 mol/L)
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respectively. Finally, to determine the role of the NRTKs in the activation of ERK 1/2
and p38MAP kinase, selective inhibitors of Src (PP2) and JAK2 (AG490) (1O
mol/L) were used. PP3, an inactive analogue was used as a negative control. Previous
studies demonstrated that at the doses used, the pharmacological agents are selective
(23). VSMCs were pre-treated with pharmacological inhibitors for 30 minutes prior to
H202 addition.
Statistical analysis
Each experiment was repeated at least tbree times. Resuits are presented as




Effect of 11202 on ERK1/2 and p38MAP kinase phosphorylation in VSMCs from
WKY and SHR.
H202 stimulation resulted in a slow and sustained increase in ERK1/2 and
p38MAP kinase phosphorylation in WKY and SHR VSMCs. Maximal responses
were obtained within 10 to 20 min afier H202 stimulation (Fig. 1). H202-mediated
effects were significantly greater in cells from SHR compared with WKY (p<O.Ol).
Activation of ERK1/2 and p38MAP kinase by H202 is PKC-independent and
tyrosine Idnase-dependent.
To determine whether PKC is an upstream regulator of H202-induced
activation of ERK1/2 and p38MAP kinase, cells were treated with GF109203X, a
selective PKC inhibitor. Phosphorylation of both MAP kinases was flot significantly
altered by GF109203X (Fig. 2), suggesting that pathways other than PKC regulate
H202-induced phosphorylation of ERK1/2 and p38MAP kinase in VSMCs. To verify
the functional integrity of ERK1/2 and p3$MAP kinase pathways, we also examined
effects of $B202 190, selective p38MAP kinase inhibitor, and PD98059, selective
inhibitor of ERK1/2 pathway. SB202 190 and PD98059 abrogated H202-induced
phosphorylation of p3$MAP kinase and ERK1/2 respectively. Neither GF109203X,
PD9$059 nor SB202 190 influenced basal phosphorylation ofMAP kinases.
To evaluate the role of protein tyrosine kinases in H202-mediated activation of
MAP kinases, VSMCs were exposed to two different protein tyrosine kinases
inhibitors, tyrphostin A9 and tyrphostin A23. Pretreatment of ceils with tyrphostins
significantly attenuated phosphorylation of ERK1/2 and p3$MAP kinase (fig. 3).
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Neither Tyrphostin A9 nor Tyrphostin A23 influenced basal MAP kinase
phosphorylation.
Role of EGFR, PDGFR and IGFR tyrosine kinases in ERK1I2 and p38MAP
kinase activation by 11202
To test whether RTKs are involved in H202-induced MAP kinase activation,
we pre-treated V$MCs with AG1478, AG1296 and AG1024, specific inhibitors of
EGFR, PDGfR and IGfR respectively. AG147$, AG1296 and AG1024 significantly
reduced H202-mediated activation of ERK1/2 in SHR and WKY V$MCs (Figs. 4B
and 5B) but did flot influence p38MAP kinase phosphorylation (Figs. 4A and 5A).
Although these RTK inhibitors attenuated H202-induced ERK1/2 phosphorylation,
effects were flot completely abolished, indicating that 11202 activates ERK1/2 only in
part through RTKs.
Non-receptor tyrosine kinases, Src and JAK2, are implicated in ERK1/2 and
p38MAP kinase activation by 11202
As shown in figure 5, AG490, selective JAK2 inhibitor, significantly reduced
phosphorylation of ERK1/2 (p<O.O1) and p3$MAP kinase Q<O.05). Similar resuits
were obtained with the specific Src inhibitor, PP2 (Fig. 6). Pretreatment of ceils with
PP2 reduced H202-mediated activation ofEKR1/2 and p3$MAP kinase. PP3, inactive
analogue, was used as a negative control and did flot influence MAP kinse
phosphorylation by 11202 (fig.6).
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6.5 DISCUSSION
Major findings from the present study demonstrate that H202 induces
activation of ERK1/2 and p38MAP kinase through tyrosine kinase-dependent, PKC
independent pathways in V$MCs. ERK1/2 and p3$MAP kinase are differentially
regulated by H202 since both RTKs and NRTKs influence ERK1/2 activation whereas
only NRTKs are implicated in p38MAP kinase phosphorylation. VSMCs from SHR
exhibited enhanced H202-mediated MAP kinase activation, indicating
hyperresponsiveness of redox-sensitive vascular processes. Our findings underscore
the importance of tyrosine kinases, but not of PKC, in ROS regulation of ERKÏ/2 and
p3$MAP kinase in VSMCs. Upregulation ofthese redox-dependent processes in SHR
may contribute to ERK1/2- and p3$MAP kinase-related VSMC growth and
inflammation in hypertension.
Reactive oxygen species activate MAP kinases in many celi types (24-30). Our
resuits demonstrate that H202 induces a time-dependent increase in phosphorylation
of ERK1/2 and p38MAP kinase in mesenteric VSMC, with enhanced responses in
SHR. 11202 was used at a concentration of 10 mol/L, which we previously
demonstrated, from full dose-response curves, yields maximal responses (22).
Although this dose is not a physiological concentration, under pathological conditions,
such as in ischemia-reperfusion injury and in vascular damage associated with
hypertension, diabetes and atherosclerosis, vascular H202 can increase to levels within
the jimolar range (31-33). MAP kinase effects were not immediate, but were slow and
sustained, particularly in SHR cells, with maximal activation occurring after 10
minutes stimulation. This temporal pattem may reflect the time for cell membrane
permeabilization of exogenously added H202 and/or the possibility that 11202-induced
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MAP kinase responses only become evident once intraceliular antioxidant systems
have been saturated. Not ail studies demonstrated activation of MAP kinases by ROS.
In rat aortic smooth muscle ceils, ROS did flot influence ERK1/2 phosphorylation
(24), and in Ang II-stimulated VSMCs only p38MAP kinase was activated by ROS
(6,14,27) These discrepancies may relate to differences in the species of oxygen free
radicals generated, the concentration of ROS and intracelluiar compartmentalization
of ROS. Enhanced activation of MAP kinases by H202 in SHR could have important
functional consequences since oxidative stress is increased in SHR VSMCs (34-36)
and because ERK1/2 and p38MAP kinase are criticaliy involved in VSMC growth
and inflammation (8,37).
Molecular mechanisms underiying H202-stimulated activation of MAP kinases
in VSMCs have not been fully eÏucidated. ROS may influence MAP kinases directly
through oxidation/reduction of MAP kinases themselves, or indirectly through
upstream regulators, such as PKC, tyrosine kinases and protein phosphatases. Here we
evaluated the role of PKC and tyrosine kinases using a pharmacological approach.
PKC, a ubiquitously expressed family of kinases, comprise at least 12 isoforms
(38,39). PKC regulates many signaiing molecules inciuding MAP kinases (40).
Activation of PKC is redox-sensitive in some, but flot alI, ceii types and sensitivity to
ROS appears to depend on specific isozymes. In the present study, Gf109203X,
selective PKC inhibitor, did not alter H202-induced phosphorylation of ERK1/2 and
p38MAP kinase, indicating that MAP kinase regulation by RO$ in VSMCs occurs
through PKC-independent pathways. In support of our findings, others reported that
GF109203X does flot block H202-induced Akt activation in VSMCs (41) and in AlO
VSMCs, PKC is an upstream modulator of increased ERK1/2 phosphorylation, but
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flot of p3 8MAP kinase in response to H202 (40). However, many studies reported that
PKC is an important intennediate in MAP kinase stimulation by R0$ (28,42).
Possible reasons for these conflicting resuits may 5e due to differential regulation in
different celi types and to variable activation of PKC isoforms by different species of
free radicals.
Whereas PKC inhibition did not alter MAP kinase status, inhibition of tyrosine
kinases with two different tyrosine kinase inhibitors, tyrphostin A9 and A23,
markedly reduced H202-induced phosphorylation of ERK1/2 and p3$MAP kinase,
indicating the importance of tyrosine kinases in MAP kinase activation by ROS in
mesenteric VSMCs. b investigate in greater detail which of the many tyrosine
kinases are involved, we used selective inhibitors of RTKs (EGfR, IGfR, PDGfR)
and NRTKs (Src and JAK2). Previous studies demonstrated that RTKs are targets of
R0$ and that activated tyrosine kinases in tum stimulate generation of ROS through
activation of NAD(P)H oxidase (6,16,17). We and others reported that Ang II
activates MAP kinases in VSMCs through redox-sensitive pathways involving EGFR
and IGFR transactivation (6). Saito et al (43) reported that PDGfR is activated by
ligand-independent trans-activation through J-1202. Here we show that selective
inhibitors of EGFR, PDGfR and JGFR attenuate H2O2induced activation of ERK1/2,
but not of p38MAP kinase. These findings suggest that ERK1/2, but not p3$MAP
kinase, is regulated by redox-sensitive activation of RTKs. On the other hand,
inhibition of the NRTKs, Src and JAK2, significantly attenuated both ERK1/2 and
p38MAP kinase phosphorylation in WKY and $HR ceils. Mechanisms whereby ROS
regulated Src and JAK2 influence MAP kinases may involve common targets
upstream of MAP kinases. Although it is beyond the scope of the present study to
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identify such targets, but possible candidates include protein phosphatases (44), since
1) these molecules are directly regulated by oxidation!reduction through protein
modification of cysteine residues, 2) protein phosphatases are downstream of tyrosine
kinases, and 3) MAP phosphatases are upstream modulators of ERK1/2 and p3$MAP
kinase. These aspects await further clarification.
In conclusion, we demonstrate that in VSMCs F1202 induces phosphorylation
of ERK1 /2 and p3 8MAP kinase through tyrosine kinase-dependent, PKC-independent
pathways. Whereas NRTKs are important in p3$MAP kinase activation by 11202, both
RTKs and NRTKs are important in ERK1/2 activation. Upregulation of 11202-
mediated MAP kinase stimulation may contribute to enhanced signalling by ERK1/2
and p3 8MAP kinase in $HR. Our findings highlight the key role of tyrosine kinases,
rather than PKC, in redox activation of MAP kinases and add new mechanistic




This study was funded by grant 44018 and a group grant to the
Multidisciplinary Research Group on Hypertension, both from the Canadian Institute
of Health Research (CIHR). F Tabet received a fellowship from the CIHR/Canadian
Hypertension Society and from the Société Québéquoise d’Hypertension Artérielle.
RM Touyz received a scholarship from the CIHR!Canadian Hypertension Society.
125
6.7 REFERENCES
1- Touyz RM. Reactive oxygen species in vascular bioiogy: foie fl arteriai
hypertension. Expert. Rev. Cardiovasc. Ther. 2003; 1:91-106
2- Zafari AM, Ushio-Fukai M, Akers M, Griendiing K. Role of NADH/NADPH
oxidase-derived H202 in angiotensin II-induced vascuiar hypertrophy. Hypertension.
1998; 32:488-495
3- Rao GN, Berk BC. Active oxygen species stimulate vascular smooth muscle cell
growth and proto-oncogenen expression. Cire. Res. 1992; 70:593-599
4- Su B, Mitra S, Gregg H, flavahan S, Chotani MA, Clark KR, Goidschmidt
Clermont PJ, Flavahan NA. Redox regulation of vascular smooth muscle celi
differentiation. Cire Res. 2001; 89(1):39-46.
5- Fridovich I. Superoxide anion radical, superoxide dismutases, and related matters. J
Bio! Chem. 1997; 272 (30):18515-18517
6- Touyz RM, Cruzado M, Tabet F, Yao G, Salomon S, Schiffrin EL. Redox
dependent MAP kinase signalling by Ang II in vascular smooth muscle cells: role of
receptor tyrosine kinase transactivation. Can. I Physiol. Pharmaeol. 2003; 81:159-
167
7- Touyz RM, Schiffrin El. Reactive oxygen species in vascuiar biology: implications
in hypertension. Histochem Ce!! Bio!. 2004; 122(4):339-52.
8- Pearson G, Robinson F, Beers Gibson T, Xu BE, Karandikar M, Berman K, Cobb
MH. Mitogen-activated protein (MAP) kinase pathways: regulation and physioiogical
functions. Endoer Rev. 2001; 22(2): 153-83.
126
9- Nicol RL, Frey N, Pearson G, Cobb M, Richardson J, Oison EN. Activated MEK5
induces serial assembiy of sarcomeres and eccentric cardiac hypertrophy. EMBO J.
2001; 20(11):2757-67.
10- English JM, Pearson G, Hockenberry T, Shivakumar L, White MA, Cobb MH.
Contribution of the ERK5/MEK5 pathway to Ras/Raf signaiing and growth control. J
Bio Chem.1999; 274(44):3 158$-92
11- Abe J, Kusuhara M, Uievitch RJ, Berk BC, Lee JD. Big mitogen-activated protein
kinase 1 (BMKY) is a redox-sensitive kinase. JBiol Chem. 1996 ; 271(2$):165$6-90.
12- Xu Q, Liu Y, Gorospe M, Udeisman R, Holbrook NJ. Acute hypertension
activates mitogen-activated protein kinases in arterial wail. J Clin Invest. 1996;
97(2):508-14.
13- Touyz RM, Deschepper C, Park JB, He G, Chen X, Neyes Mf, Virdis A, Schiffrmn
EL. Inhibition of mitogen-activated proteinlextracelluiar signal-regulated kinase
improves endotheliai function and attenuates Ang II-induced contractility of
mesenteric resistance arteries from spontaneously hypertensive rats. J Hypertens.
2002; 20(6):1 127-34.
14- Viedt C, Soto U, Krieger-Brauer HI, Fei J, Elsing C, Kubler W, Kreuzer J.
Differentiai activation of mitogen-activated protein kinases in smooth muscle celis by
angiotensin II: involvement of p22phox and reactive oxygen species. Arterioscler
Thromb Vase Biol. 2000; 20(4):940-$.
15- Lee SL, Wang WW, finiay GA, Fanburg BL. Serotonin stimuiates mitogen
activated protein kinase activity through the formation of superoxide anion. Am J
Physiol. 1999; 277(2 Pt 1):L282-91.
127
16- Thannickal VJ, fanburg BL. Reactive oxygen species in ccli signaling. Am J
Physiol Lung Celi Mol Physiol. 2000; 279(6):L1005-28.
17- Yang S, Hardaway M, Sun G, Ries WL, Key LL Jr. $uperoxide generation and
tyrosine kinase. Biochem Ceil Biol. 2000; 78(1):1 1-7.
18- Droge W. Free radicals in the physiological control of ceil function. Physiol Rev.
2002; 82(1):47-95.
19- Seshiah PN, Weber D$, Rocic P, Vaippu L, Taniyama Y, Griendiing KK.
Angiotensin II stimulation of NAD(P)H oxidase activity: upstream mediators. Cire
Res. 2002; 91(5):406-13.
20- Touyz, RM., Toiioczko, B, and Schiffrin EL. Mesenteric vascular smooth muscle
cells from SHR display increased Ca2 responses to angiotensin II but flot to
endothelin-1. I Hypertens. 1994; 12:663-673.
21- Touyz RM, He G, Deng LY, Schififin EL. Role of extracellular signal-reguiated
kinases in angiotensin II-stimulated contraction of smooth muscle cells from human
resistence vessels. Circulation. 1999; 99(3):392-399.
22- Tabet F, Savoia C, Schiffrin EL, Touyz RM. Differential calcium regulation by
hydrogen peroxide and superoxide in vascular smooth muscle celis ftom
spontaneously hypertensive rats. J Cardiovasc PharmacoÏ. 2004; 44(2):200-8.
23- Davies SP, Reddy H, Caivano M, Cohen P. Specificity and mechanism of action
of some cornmonly used protein kinase inhibitors. Biochem I 2000;3 51 (Pt 1) :95-105.
24- Ushio-Fukai M, Alexander RW, Akers M, Griendiing KK. p38 mitogen-activated
protein kinase is a critical component of the redox-sensitive signaling pathways
activated by angiotensin II. Role in vascular smooth muscle ccli hypertrophy. J Biol
Chem. 1998; 273(24):15022-9.
128
25- Aikawa R, Komuro I, Yamazaki T, Zou Y, Kudoh S, Tanaka M, Shiojima I, Hiroi
Y, Yazaki Y. Oxidative stress activates extracellular signal-regulated kinases through
Src and Ras in cultured cardiac myocytes of neonatal rats. J Clin Invest. 1997;
100(7):1813-21.
26- Huot J, Houle F, Marceau F, Landry J. Oxidative stress-induced actin
reorganization mediated by the p38 mitogen-activated protein kinase/heat shock
protein 27 pathway in vascular endothelial celis. Cire Res. 1997; 80(3):383-92.
27- Guyton KZ, Liu Y, Gorospe M, Xu Q, Holbrook NJ. Activation of mitogen
activated protein kinase by F1202. Role in celi survival following oxidant injury. JBiol
Chem. 1996; 271(8):4138-42.
28- Zhang J, lin N, Liu Y, Rhoades RA. Hydrogen peroxide stimulates extracellular
signal-regulated protein kinases in pulmonary arterial smooth muscle ceils. Am J
Respir Cell Mol Biol. 1998; 19(2):324-32.
29- Abe MK, Chao TS, Soiway J, Rosner MR, Hershenson MB. Hydrogen peroxide
stimulates mitogen-activated protein kinase in bovine tracheal myocytes: implications
for human airway disease. Am J Respir Celi Mol Biol. 1994; 1 1(5):577-85.
30- Song HI, Lee TS, Jeong 1H, Min YS, Shin CY, $olm UD. Hydrogen Peroxide
induced ERK Activation in Cultured feline Ileal Smooth Muscle Cells. J Pharmacol
Exp Ther. 2005; 312(1):391-8.
31- Lounsbury KM, Hu Q, Ziegeistein RC. Calcium signaling and oxidant stress in
the vasculature. free Radie BioÏMed 2000; 28(9):1362-1369.
32- Zulueta JJ, Sawlmey R, Yu F5, Cote CC, Hassoun PM. Intracellular generation of
reactive oxygen species in endothelial celis exposed to anoxia-reoxygenation. Am J
Physiol. 1997; 272(5 Pt 1):L897-902.
129
33- Zweier JL, Broderick R, Kuppusamy P, Thompson-Gorman S, Lutty GA.
Determination of the mechanism of ftee radical generation in human aortic endothelial
celis exposed to anoxia and reoxygenation. JBioÏ Chem. 1994; 269(39):24156-24162.
34- Zalba G, Beaumont FJ, San Jose G, Fortuno A, fortuno MA, Etayo JC, Diez J.
Vascular NADH/NADPH oxidase is involved in enhanced superoxide production in
spontaneously hypertensive rats. Hypertension. 2000; 35(5): 1055-61.
35- Zalba G, San Jose G, Moreno MU, fortuno MA, fortuno A, Beaumont FJ, Diez J.
Oxidative stress in arterial hypertension: role of NAD(P)H oxidase. Hypertension.
2001; 3$(6):1395-9.
36- Dantas AP, franco Mdo C, Silva-Antonialli MM, Tostes RC, Fortes ZB, Nigro D,
Carvalho MH. Gender differences in superoxide generation in microvessels of
hypertensive rats: role ofNAD(P)H-oxidase. Cardiovasc Res. 2004; 61(1):22-9.
37- Torres M. Mitogen-activated protein kinase pathways in redox signaling. Front
Biosci. 2003; 8:d369-91.
3$- Parker PJ, Murray-Rust J. PKC at a glance. JCe11 Sci. 2004;1 17:13 1-132.
39- Rybin VO, Guo J, Sabri A, Elouardighi H, Schaefer E, Steinberg 5F. Stimulus
specific differences in protein kinase C delta localization and activation mechanisms
in cardiomyocytes. JBiol Chem. 2004; 279(1$):19350-61.
40- Blanc A, Pandey NR, Srivastava AK. Distinct roles of Ca2, calmodulin, and
protein kinase C in H202-induced activation of ERK1/2, p38 MAPK, and protein
130
kinase B signaling in vascular smooth muscle celis. Antioxid Redox Signal. 2004;
6(2):353-66.
41- Gardner CD, Eguchi S, Reynolds CM, Eguchi K, Frank GD, Motley ED.
Hydrogen peroxide inhibits insulin signaling in vascular smooth muscle celis. Exp
BiolMecL 2003; 228(7):836-$42.
42- Inoguchi T, Sonta T, Tsubouchi H, Etoh T, Kakimoto M, Sonoda N, Sato N,
Sekiguchi N, Kobayashi K, $umimoto H, Utsumi H, Nawata H. Protein kinase C
dependent increase in reactive oxygen species (ROS) production in vascular tissues of
diabetes: role of vascular NAD(P)H oxidase. J Am Soc Nephrol. 2003; 14(8 Suppi
3):S227-32.
43- Saito S, frank GD, Mifune M, Ohba M, Utsunomiya H, Motley ED, Inagami T,
Eguchi S. Ligand-independent trans-activation of the platelet-derived growth factor
receptor by reactive oxygen species requires protein kinase C-delta and c-$rc. J Biol
Chem. 2002; 277(47):44695-700.
44- Rao RK, Clayton LW. Regulation of protein phosphatase 2A by hydrogen
peroxide and glutathionylation. Biochem Biophys Res Commun. 2002; 293(l):610-
616.
131
6.8 LEGEND 10 FIGURES
Figure 1. Effect ofH2O2 on ERK1/2 and p3$MAP kinase phosphorylation in VSMCs
from WKY and SHR rats. Top panels are representative immunoblots of p38MAP
kinase ta) and ERK 1/2 (b) phosphorylation by 11202 (1 0’ mol/i). Membranes were
probed with phospho-specific antibodies and re-probed with anti-Œ actin antibody to
assess protein loading. Line graph demonstrates time-dependent effect of I-1202. Each
data point is the mean ± SEM offive experiments. *p<0•05, **p<001, ***p<0001 vs
WKY counterpart.
Figure 2. Activation ofERKÎ/2 and p38 MAP kinase by 11202 is PKC-independent in
VSMCs from WKY and $HR. Celis were pretreated with SB202 190, GF109203X or
PD98059 for 20-30 min before 11202 tiO mol/1, 10 mm) addition. Top panels are
representative immunoblots of p38MAP kinase ta) and ERK1/2 (b) phosphorylation
by H202 (i0 mol/l). Bar graphs represent quantification of multiple immunoblots.
Data are presented as means ± $EM of 5 experiments. *p<0.05, **p<O.00l.
Figure 3. Role oftyrosine kinases in ERK1/2 and p38MAP kinase phosphorylation by
H202 in VSMCs from WKY and SHR rats. Cells were pretreated with Tyrphostin A9
or Tyrphostin A23 for 30 min before 11202 iO mol/1, 10 mm) addition. Top panels
are representative immunoblots of p3$MAP kinase (a) and ERK1/2 (b)
phosphorylation by 11202 (i0 mol/l). Bar graphs represent quantification of multiple
immunoblots. Data are presented as means ± SEM of 5 experiments. *p<005,
**p<0.01, ***p<o.00l.
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Figure 4. Role of EGFR and PDGFR tyrosine kinases in ERK1/2 and p3$MAP kinase
activation by H202. Celis were pretreated with AG1478 or AG1296 for 30 min before
H202 (i0 molli, 10 mm) addition. Top panels are representative immunoblots of
p3$MAP kinase (a) and ERK1I2 (b) phosphoryiation by H202 ti mol/i). Bar graphs
represent quantification of multiple immunobiots. Data are presented as means ± SEM
of 5 experiments. *p<O.05, **p<O.001.
Figure 5. Role of JAK2 an IGF Receptor in ERK1/2 and p38MAP kinase activation
by H202 in VSMCs from WKY and SHR rats. Cells were pretreated with AG490 or
AG1024 for 30 min before H202 (10 molli, 10 mm) addition. Top panels are
representative immunobiots of p38MAP kinase (a) and ERK1/2 (b) phosphorylation
by H202 (1 0 mol/i). Bar graphs represent quantification of multiple immunoblots.
Data are presented as means ± SEM of 5 experiments. *p<o.os, **p<001,
***p<0.001.
Figure 6. Src famiiy tyrosine kinases are implicated in ERK1I2 and p3$MAP kinase
activation by 11202. Ceils were pretreated with PP2 (Src inhibitor) or PP3 (inactive
analogue) for 30 min before 11202 (i0 molli, 10 mm) addition. Top panels are
representative immunobiots of p3 $MAP kinase (a) and ERK 1/2 (b) phosphoryiation
by F1202 (10 molli). Bar graphs represent quantification of multiple immunoblots.





























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Redox-sensitive Vascular Smooth Muscle Ceil Signaling by
Angiotensin II Involves Oxidative Inactivation of Protein




We tested the hypothesis that Ang II induces phosphorylation of growth signaling
kinases by oxidative inactivation of protein tyrosine phosphatases (PTP) through
redox-sensitive processes. We also assessed whether Ang II augments signaling in
vascular smooth muscle celis (VSMC) ftom spontaneously hypertensive rats (SHR)
versus Wistar Kyoto rats (WKY) through differential oxidationlinactivation of $HP-2.
VSMCs from WKY and SHR were studied. $HP-2 expression and phosphorylation
were evaluated by immunoblotting. The in-gel PTP assay and an antibody-based
method were used to determine susceptibility of PTPs to oxidation. The functional
significance of SHP-2 inactivation was evaluated by assessing Ang II-mediated
growth signaling in $HP-2 knockdown cells (using siRNA). Ang II and F1202
increased oxidationlinactivation of multiple PTPs. These effects were enhanced in
SHR versus WKY (p<O.05). One of the PTPs oxidized by Ang II was identified as
SHP-2. Basal SHP-2 expression and activity were lower in SHR versus WKY
(p<O.05). Ang II increased SHP-2 phosphorylation in WKY (p<O.001) and $HR
(p<O.05) with a lower magnitude of phosphorylation in SHR. Ang II-induced SHP-2
activation was mediated via AT1R and NAD(P)H oxidase. SHP-2 knockdown resulted
in increased AKT phosphorylation, without effect on ERK1/2 or p38MAPK. Our
findings indicate that Ang II induces oxidative modification and inactivation of
multiple PTPs in VSMCs. Effects involve AT1R and NAD(P)H oxidase-driven
generation of reactive oxygen species. In SHR, SHP-2 oxidative inactivation is
increased and phosphorylation is blunted. These events are associated with augmented




Reactive oxygen species (ROS), ubiquitous reactive derivatives of 02
metabolism that include superoxide anion (02), hydrogen peroxide (H202) and
hydroxyl anion (0H-), are produced primarily by non-phagocytic NAD(P)H oxidase
in the vasculature. This enzyme is regulated by vasoactive peptides, such as
angiotensin II (Ang II), growth factors and mechanical forces (1). Under pathologicai
conditions, increased ROS production ieads to vascular smooth muscle celi (VSMC)
growth and inflammation, important in vascular damage associated with hypertension
(2,3).
ROS influence many signaling events, mainiy through oxidative modification
of proteins. The best established direct molecular targets of ROS are protein tyrosine
phosphatases (PTPs), important in modulating tyrosine phosphorylation by
counterbalancing effects of protein tyrosine kinases (PTK) (4,5). PTPs are a large,
structurally diverse family divided into receptor-like PTPs, cytosolic PTPs and low
molecular weight PTPs (LMW-PTP) that are critical regulators of multiple signaling
pathways (6,7). Ail PTPs have a conserved 230 amino acid domain containing a
reactive and redox-regulated cysteine, which when oxidized renders the protein
inactive (8,9). Inactivation ofPTPs by oxidation could be reversible or irreversible. In
vitro treatment with H202 induced reversible oxidation of PTP 1, LAR (leukocyte
antigen-related), and VHR (vaccinia Hi -related) PTPs through conversion of the
active site cysteine to the reversibly oxidized sulfenic acid form (-SOH) (8).
Reversible oxidation also occurs in response to epidermal growth factor (EGF)
ieading to inhibition of PTP- lB activity in A43 1 celis (10). Insulin and platelet
derived growth factor (PDGF) stimulation of intact cells is also associated with PTP
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lB and SHP-2 inactivation respectively, through reversible oxidation of the active site
cysteine afier H202 stimulation (11,12). Irreversible oxidation of the active site
cysteine residue ofthe PTP-1B to form the sulfonic acid (-SO3H) was demonstrated in
vitro after treatment with pervanadate (13). Receptor PTPs and LMW-PTPs are also
targets for oxidation and redox-mediated inactivation by PDGF, integrins and 11202
(14-17).
Ang II, through R0$, induces transactivation of receptor tyrosine kinases
(RTKs) such as EGFR and PDGFR-3. This transactivation allows EGfR to act as a
scaffold for other signaling proteins, ultimately leading to activation of growth
signaling pathways including MAP kinases and PI3K!AKT in VSMCs (18-20). RTKs
interact with numerous PTPs, incÏuding SHP-2, to regulate ceÏÏ function. Activated
SHP-2 dephosphorylates substrates that, directly or indirectly, have an inhibitory role
in mitogen-activated protein (MAP) kinase and AKI signaling (21).
Here we tested the hypothesis that Ang II induces phosphorylation of growth
signaling kinases by oxidationlinactivation of upstream PTPs. We also sought to
determine whether Ang II augments tyrosine phosphorylation-dependent signaling in
VSMCs from spontaneously hypertensive rats (SHR) versus control Wistar Kyoto rats
(WKY) through increased oxidative inactivation of $HP-2. The regulatory role of




The study was approved by the Animal and Human Ethics Committee of the
University of Ottawa and canied out according to recommendations of the Canadian
Council for Animal Care. VSMCs from mesenteric resistance arteries (important in
peripheral resistance and consequently in blood pressure regulation), obtained from
1 6-week-old WKY and SHR rats (Taconic farms, Germantown, NY) were isolated by
enzymatic digestion and cultured as previously described (22). Celis were maintained
in DMEM containing 10% fetal bovine serum (fBS). Low passaged celis (passages 3—
7) rendered quiescent in serum-free medium for 24 hours before experimentation,
were used.
Western Blot Analysis
$timulated quiescent V$MCs were washed with cold PB$ and harvested in
lysis buffer containing: Na pyrophosphate 50 mmol/L, Naf 50 mmol/L, NaC1 50
mmol/L, EDTA 5 mmol/L, EGTA 5 mmol/L, Na3VO4 2 mmol/L, HEPES pH 7.4, 10
mmol/L, Triton X-100 0.1%, PM$f 50 mmol/L, pepstatin 1 tg/ml, leupeptin 1 jig/ml,
aprotinin 1 tg/ml. Plates were placed on dry ice for 5 min and allowed to thaw. Ceils
were scraped off and disrupted by brief sonication. The protein supematant was
separated by centrifugation and equal amount of proteins were separated by
electrophoresis on a SDS-polyacrylamide gel and transferred onto a nitrocellulose
membrane (Boehinger, Mannheim, Laval, Quebec, Canada). Non-specific binding
sites were blocked with a 5% w/v non-fat dry milk blocking buffer, containing tris
buffered saline and 0.1% Tween-20 (TB$-T) (1h, room temperature). Membranes
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were incubated overnight at 4°C with either anti-phospho-SHP-2 (1:1000), anti
phospho-ERK1/2 (1:1000), anti-phospho-p38MAP kinase (1:1000), anti-phospho
AKT (1:1000) (Ceil Signaling) or anti-$HP-2 (1:2500) (BD Biosciences) antibodies.
Membranes were then incubated with horse-radish peroxidase-conjugated secondary
antibodies for 1h at room temperature and re-incubated with anti-Œ-actin antibody.
Immunoreactive proteins were detected by chemiluminescence, exposed to film and
blots analyzed densitometrically (Image-Quant software, Molecular Dynamics,
Sunnyvale, CA).
In-gel Phosphatase Assay
The in-gel PTP assay was performed as described by Meng et al. (11). Briefly,
after stimulation with Ang II (lOE7mol/l, 0-60 mm) or H202 (0.1-200 tM, 10 mm),
celis were lysed under anaerobic conditions in an argon chamber in order to prevent
the spontaneous oxidation of PTPs through the air oxygen. The lysis buffer comprised
25 mM sodium acetate pH 5.5, 1% Nonidet P-40, 150 mM NaC1, 10% glycerol, 25
rg/m1 aprotinin and 25 jig/ml leupeptin. Iodoacetic acid (IAA, 1 OmM), which reacts
with the free Cys thiols, cari be used to differentiate oxidized PTPs from reduced PTPs
in the ceil lysate. Lysates (30 jig) were subjected to an in-gel phosphatase activity
assay (23) using SDS-PAGE gels containing [y-32P]-labeled poly (4:1) Glu-Tyr
substrate (1.5 x 106 cpm!20 ml of gel solution, —2 1iM p-Tyr).
Analysis of oxidized SHP-2 using the oxPTP Antibody
An oxPTP antibody was used to detect reversible oxidation of PTPs derived
from celI extracts. The oxPTP antibody was developed to specifically recognize the
sulfonic acid form of catalytic site cysteines of PTPs (21,24). VSMCs were stimulated
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with Ang II (10-a molli, 5 and 10 mm) and F1202 (100 tM, 10 mm) and lysed in lysis
buffer with or without 30 mM IAA containing 20 mM Tris pH 7.5, 1% Nonidet P-40,
10% glycerol, 1 mM benzamidine, 1% aprotinin. Lysis was performed at room
temperature in the dark for 20 min. Before use, the lysis buffer was degassed for 20
min to avoid oxidation of PTPs during the lysis step. SHP-2 PTP was collected by
immunoprecipitation using anti-$HP-2 antibody. Protein G Plus-Agarose beads
(Calbiochem) were washed three times in lysis buffer, reduced with 5 mM DTT for 10
min on ice and washed three times in 20 mM Hepes (pH 7.5) before incubation with
100 tM pervanadate for 1 h at 4°C. Afier adding Laemmli sampie bufferto the beads,
the samples were boiled for 5 min and run on a $D$-polyacrylamide gel. Samples
were transferred to a polyvinylidene difluoride (PVDf) membrane for 1h at 100V. for
detection, blots were blocked in 0.1% bovine serum albumin, 0.1% Tween in 50 mM
Tris pH 7.5, 150 mM NaC1 for 1 hour and incubated with the anti-oxPTP (1:1000)
antibody (ovemight at 4 °C). Membranes were then incubated with secondary
horseradish-peroxidase conjugated anti-rabbit antibody (1:5000, BD Pharmigen) for
1h at room temperature. The antibody signais were visualized by chemi-luminescence.
Membranes were stripped and re-probed with $HP-2 antibody and subsequently
developed using chemi-iuminescence.
RNA Interference and Ccli Transfection
High-performance purity grade (>90% pure) smaii interfering RNAs (siRNA)
were generated against rat SHP-2 (QIAGEN mc). The DNA target sequences of the
annealed double stand siRNA that we used were as follows: 5’-AAG AGT TAC ATT
GCC ACT CAA-3’ (1074—1 094), which has 100% homoiogy to SHP-2 rat gene only.
Celis were exposed to transfectant alone (control ceils) or transfected with siRNA as
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described earlier (25). A non-silencing siRNA oligonucleotide sequence (N$ siRNA)
that does flot recognize any known homology to mammalian genes was also generated
as a negative control. Celis were seeded at a density of 2.5x1 cells/well in 60 mm
plates and grown in DMEM containing 10% fBS. Celis were transfected with siRNA
using HiPerFect Transfection Reagent (Qiagen mc) according to the manufacturer’ s
instructions. Briefly, 37.5 ng siRNA was diluted in 100 pi culture medium without
serum to give a final concentration of 5 nM. HiPerfect transfection reagent was added
to the diluted siRNA and the mix was incubated for 10 min to allow the formation of
transfection complexes. The lipid-formulation was added drop wise onto the cells. 24,
48 and 72 hours afler transfection, gene silencing was monitored at the protein levels
by Western blouing as described above. Control celis were exposed to the transfectant
in the absence of siRNA.
Statistical Analysis
Data are presented as mean + SEM. Groups were compared using one-way
ANOVA or Student t test as appropriate. Newman-Keuls Post-test was used to
compensate for multiple testing procedures. A value ofP<0.05 was significant.
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7.4 RESULTS
Ang II and 11202 induce reversible oxidation of multiple PTPs
The reversible oxidation of various PTPs afler Ang II stimulation in WKY and
SHR ceils was assessed by the in-gel PTP activity assay. Only the activity of those
PTPs susceptible to ROS- induced oxidation are recovered and visualized by the
appearance of a clear, white area of dephosphorylation, surrounding the position of
the PTP in the gel on the black background of radioactivity labeled substrate. Here,
we show that stimulation of ceils with Ang II (iOfl molli, O-30 mm) resulted in a rapid
oxidation and inhibition of at least 3 visible PTPs. Whereas in SHR celis oxidation of
the arbitrarily named PTPs, PTP1 and PTP3 was increased after 5 min and 15 min of
Ang II stimulation (p<O.05), respectively, oxidation of PTPs in WKY celis was
reduced or unchanged (Fig. lA). F1202- induced (0.1-200 11M, 10 mm) oxidation of
PTPs in VSMCs was used as a positive control (Fig. lB). These resuits demonstrate
the potential for Ang II- mediated ROS generation to induce oxidation and
inactivation of PTPs in SHR ceils which may explain, in part, increased tyrosine
phosphorylation-dependent signaling in SHR versus WKY VSMCs.
Expression and phosphorylation of SHP-2 in WKY and SIIR VSMCs
0f the many PTPs observed, we investigated in greater detail whether one of
the Ang II-regulated PTPs in V$MCs may be SHP-2. SHP-2 lias been implicated in
many signaling pathways in VSMCs (2O,2i). Higher basal expression (j<0.Oi) and
phosphorylation (p<O.O5) of SHP-2 was observed in WKY celis compared to SHR
ceiis (Fig. 2A). Ang II increased SHP-2 phosphorylation in both WKY (p<0.001) and
SHR (p<O.05) cells. However, the magnitude of Ang II-induced SHP-2
phosphorylation was lower in SHR celis compared with WKY (Fig. 2B).
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Ang II regulation of SHP-2 is mediated tlirough the AT1R and via NAD(P)H
oxidase-derived ROS.
To evaluate possible mechanisms whereby Ang II regulates SHP-2, VSMCs
from WKY rats were exposed to the AT1R blocker Valsartan, the AT2R blocker
PD123319 and to the NAD(P)H oxidase inhibitor Apocynin, prior to Ang II
stimulation. Ang II-induced phosphorylation of $HP-2 was significantly diminished
by pre-incubation of celis with Valsartan (p<0.05) (Fig. 3A) and Apocynin (p<0.05)
(Fig. 3C). PD1233 19 did flot influence Ang II-induced SHP-2 phosphorylation (Fig.
3B). These resuits suggest that Ang Il-dependent regulation of SHP-2 is mediated
through the AT1R and via NAD(P)H oxidase-generated ROS. Neither Valsartan,
PD1233 19 nor Apocynin influenced basal SHP-2 status.
Detection of SHP-2 PTP oxidatïon by Ang II using an oxPTP antibody
Using a novel antibody-based method described by Persson C. et al (24), we
assessed the oxidation of SHP-2 by Ang II and F1202 stimulation in V$MCs. This
procedure involves alkylation of reduced PTPs with IAA, pervanadate-induced
oxidation to sulfonic acid forms of reversibly oxidized PTPs and detection of oxidized
SHP-2 by immunoprecipitation with oxPTP antibody. To increase the efficiency of
pervanadate oxidation of reversibly oxidized PTPs, samples were reduced by
incubation with DTT. As shown in Fig. 4, SHP-2 oxidation was clearly detected afier
Ang II (5 and 10 mm) stimulation. Oxidation of $HP-2 in control conditions was
almost undetectable. H202-stimulated (100 EIM, 10 mm) ceils were used as a positive
control.
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Knockdown of SHP-2 expression in VSMCs increases Ang II-induced activation
of AKT but flot of ERK1/2 and p38MAP kinase
We used double stand RNAs to knock down the expression of rat SHP-2 in
VSMCs (QIAGEN mc). To evaluate whether siRNA downreguiated SHP-2
expression in VSMCs western blotting analysis was performed using anti-SHP-2
antibody. Œ-actin was used as an internai control. As shown in figure 5, maximal
SHP-2 siRNA suppression was observed afier 24h of incubation with siRNAs. The
expression of SHP-2 was significantly reduced in WKY and in $HR VSMCs
(p<0.00l). $ince the knock down of SHP-2 was efficient after 24h of incubation, we
used this time point for further experiments.
The functionai significance of SHP-2 oxidationlinactivation was evaluated by
assessing signaling growth responses to Ang II in $HP-2 knockdown celis. We treated
ceils with Ang II and analyzed the activation of downstream signaling pathways afier
downregulating SHP-2 with SHP-2 siRNA (Fig. 6). Short-term (5 minutes) VSMC
exposure to Ang II (l0 mol/i) induced an increase (p<0.05) in ERK1/2
phosphorylation (Fig. 6A), p38MAP kinase phosphorylation (Fig. 6B) and AKT
phosphorylation (Fig. 6C). siRNA downregulation of SHP-2 was associated with a
significant increase in Ang II- induced phosphorylation of AKT in both WKY and
SHR ceils but did flot affect ERK1/2 and p38 phosphorylation. These resuits suggest
that SHP-2 specifically regulates Ang II activation of AKT pathways in VSMCs.
ERK1/2, p38MAP kinase and AKT phosphorylation were similar in control, siRNA




Major findings from the present study demonstrate that 1) Ang II induces
reversible oxidation and inactivation of multiple PTPs, including SHP-2, 2) Ang II
effects are mediated via the AT1R and involve NAD(P)H oxidase-generated ROS, 3)
SHP-2 phosphorylation is blunted and oxidationlinactivation is enhanced in VSMCs
from SHR, and 4) $HP-2 negatively regulates AKT, but flot ERK1/2 or p3$MAPK,
signaling in VSMCs. These novel data indicate that Ang II inactivates vascular PTPs
through oxidative processes, which are dysregulated in SHR. Increased PTP
oxidation!inactivation, possibly due to enhanced NAD(P)H oxidase-mediated ROS
generation as we previously demonstrated (2,3), may contribute to increased
activation of some growth signaling pathways in VSMCs from SHR. We also identify,
for the first time, that SHP-2 is a direct ROS target and that it is an important
upstream regulator ofAKT in Ang II-stimulated VSMCs.
Ang II is now recognized as a multifunctional hormone influencing many
cellular processes involved in the regulation of vascular function, including
proliferation, migration and inflammation (26). The pleiotropic vascular effects are
mediated in large part through NAD(P)H oxidase-driven generation of ROS, which
function as important intracellular and intercellular second messengers to modulate
downstream signaling molecules, such as PTPs (6,7). PTPs are a large, structurally
diverse family of which SHP-2 appears to be important in cardiovascular ceils
(27,2$). SHP-2 is a 6$ kD non-transmembrane-type PTP, also known as PTP1D,
PTP2C, Syp and SH-PTP2 (27,22).
PTPs are regulated through multiple mechanisms (29,30), of which oxidation
of active site cysteine residues appears to be critical ($,10,1 1). Because of their
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particular structure, PTPs are susceptible to oxidation and consequent inactivation by
ROS (31). PTP-YB lias been shown to be directÏy inactivated by ROS on its catalytic
Cys215 in A431 celis stimulated with EGF (32). Using the in gel PTP assay we
demonstrate that Ang II induces reversible inactivation of multiples PTPs in WKY
and SHR V$MCs, which we arbitrarily termed PTP- 1, PTP-2 and PTP-3. Whereas
this induction was blunted in WKY cells, it was increased in SHR cells. In support of
our findings, others have shown that activation of PDGfR, EGfR, insulin receptor
and fGFR produce F1202, which reduces PTP activity (33,34). Lee and colleagues
(34) demonstrated that EGF-induced PTP1B inactivation is dependent on reversible
oxidation of cysteine residues by J12O2. This is particularly important with respect to
Ang II, which mediates many of its signaling events in vascular celis through EGFR
transactivation (2). Beside F1202, other ROS may inactivate PTPs by oxidation. Recent
studies suggest that PTP1B may be more efficiently regulated by 0j than by F1202
(3$). Peroxynitrite rapidly and irreversibly inhibits PTPs, supporting the role of this
ROS in oxidative damage.
b further evaluate how Ang II regulates PTPs, in addition to the in gel PTP
assay, we used an antibody-based method to identify a putative PTP that is
specifically oxidized/inactivated by Mg II stimulation in VSMCs. Using this
approach, we demonstrate for the first time that Ang II-derived ROS production
inactivates, by oxidation, SHP-2 PTP (fig. 4). Meng TC et al. (11) previously
reported that SHP-2 is reversibly oxidized by PDGf-BB stimulation in RAT-1 cells.
We also show that in the basal state, SHP-2 is expressed in VSMCs and is
differentially regulated in VSMCs from SHR compared with WKY cells. The
expression and phosphorylation of the enzyme is downregulated in SHR VSMCs. Ang
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II regulates $HP-2 by increasing its phosphorylation in both WKY and SHR ceils with
a blunted effect in SHR ceils. b evaluate mechanisms whereby Ang-Il influences
SHP-2, VSMCs were exposed to the AT1R blocker, Valsartan, the AT2R blocker,
PD123319 and to the NAD(P)H oxidase inhibitor, Apocynin prior to Mg II
stimulation. Using these pharmacological tools we show that Mg II-mediated
phosphorylation of SHP-2 involves the AT1R as previousiy reported (35) and
activation of NAD(P)H oxidase. Dysregulation of the basal expression and
phosphorylation of SHP-2 as well as Mg II-induced SHP-2 phosphorylation in SHR
may contribute to altered vascular signaling in hypertension (26).
Since several studies reported that growth factor RTKs are recognized as
substrates by various PTPs (36) and that SHP-2 transduces mitogenic and pro
migratory signais from various types of receptors (37,3$), we evaluated the functional
significance of SHP-2 oxidation by Mg II production of ROS in VSMCs. We
generated siRNAs to selectively reduce SHP-2 expression using a lipid based system
for siRNA transfection. We demonstrate that SHP-2 downreguiation significantly
increases Mg II- induced phosphorylation of AKT in both WKY and SHR celis but
did flot affect ERK1/2 and p3$MAP kinase activity. These findings suggest that $HP
2 specifically regulates Ang II activation ofthe AKT pathway in VSMCs. Other PTPs,
such as PTPB 1 and MAPK phosphatase, probabiy regulate MAP kinases. Although
signais transmitted through SHP-2 in response to Ang II are flot well characterized, it
seems that SHP-2 associates with substrates invoived in the AKT pathway. AKI, also
known as protein kinase B, regulates essential ceiiuiar functions such as migration,
proliferation, differentiation and apoptosis (39). furthermore, AKI is a critical
reguiator of PI3K-mediated cell survival (4 1-44). Numerous studies demonstrated that
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consecutive activation of AKT signaling is sufficient to block ceil death induced by a
variety of apoptotic stimuli and that transduction of dominant negative AKT inhibits
growth factor-induced ce!! survival (42). furthermore, AKT regulates ceil cycle and
cellular senescence, at least in part, through modulating activities of celi cycle
proteins such us E2F, p21, MDM2 and human telomerase reverse transcriptase
subunit (hTERT) (43-45). A!so, AKT enhances protein synthesis through increasing
the phosphorylation of eukaryotic initiation factor 4E-binding protein 1 (4E-BPY) and
$6 kinase (46). With respect to the role of AKT in vascular homeostasis and
angiogenesis, results obtained in our study are important since Ang II, through its G
protein coupled receptor, exhibits cross-talk with RTK-mediated P13-KJAKT
activation in human coronary V$MCs (47). Also, SHP-2 associates with the IR$-1 in
response to insulin (48). Furthermore, it has been reported that $HP-2 function
includes dephosphory!ation of the IGF-1 receptor (49). Thus, activation of vascular
AKT by Ang II may be mediated, in part, through redox-dependent inactivation of
$HP-2 PTP.
In summary, this study demonstrates that Ang II stimulation induces oxidation
and inactivation of multiple PTPs in V$MCs, among which SHP-2 PTP is important.
$HP-2 expression and phosphorylation are differentially regulated in SHR cells. The
functional significance of $HP-2 oxidation!inactivation includes increased AKT
signaling by Ang II. Our findings highlight the importance of PTPs as direct redox
sensitive molecular targets in Ang II-stimulated V$MCs. Altered PTP regulation by
increased oxidative stress may contribute to increased PTP inactivation and associated
upregu!ation of vascular signaling cascades in SHR.
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7.8 LEGEND TO FIGURES
Figure 1. Ang 11(A) and F1202 (B) induce rapid oxidation of multiple PTP in V$MCs.
Lysates were prepared under anaerobic conditions in the presence of 10 mM IAA and
then subjected to the in-gel PTP assay. (A) Top panels represent the in-gel PTP
activity assay visualized by autoradiography. Arrowheads indicate the PTPs,
arbitrarily termed PTP 1, PTP2 and PTP3, that were oxidized in response to Ang II
(lO mol/l, O-30 mm) stimulation. Bar graphs represent quantification of multiple
immunoblots. (B) Representation of the in-gel PTP activity assay in the presence or
absence of 10 mM IAA, in response to H202 (0.1-200 tM, 10 mm) stimulation. Data
are presented as means ± $EM of 3 to 4 experiments. *p<O.O5 vs. control.
Figure 2. SHP-2 protein expression and phosphorylation in VSMCs from WKY and
SHR rats. Basal SHP-2 expression and phosphorylation (A) and Ang II-induced
phosphorylation of SHP-2 were examined by immunoblotting. Bar graphs represent
quantification of multiple immunoblots. Data are presented as means ± $EM of 5 to 6
experiments. *p<005, **p<0•01, ***p<0•001 vs. Control or WKY.
Figure 3. Phosphorylation of $HP-2 by Ang II is mediated through the AT1R and
NAD(P)H oxidase in WKY VSMCs. Cells were pretreated with Valsartan (1 OE5mol/i,
30 mi, PD123319 (105mo1/l, 30 mm) or Apocynin (lOE5mol/l, 3 hours) before Ang
II (1 0 molli, 5 mm) addition. Left panels are representative immunoblots of SHP-2
phosphorylation by Ang II. Bar graphs represent quantification of multiple
immunoblots. Data are presented as means ± SEM of 3 to 4 experiments. *p<0.05 vs.
Ang II, **p<0•01 vs. Ctl.
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Figure 4. Ang II-induced oxidation of $HP-2 in V$MCs. VSMCs were stimuiated
with Ang II (i0 molli, 5 and 10 mm) or F1202 (100 tM, 10 mm) and lysed with or
without IAA as indicated. SHP-2 was immunoprecipitated from celi lysate and
subjected to pervanadate treatment. Immunoprecipitated $HP-2 was analyzed by
consecutive immunoblouing with oxPTP and SHP-2 antibodies.
Figure 5. SHP-2 siRNA downregulates $HP-2 expression in both WKY V$MCs (A)
and SHR VSMCs (B). Protein abundance was assessed by western biotting. VSMCs
were transfected with SHP-2 siRNA (24, 48 and 72 hours) or non-silencing (NS
siRNA), used as a negative control. Control ceiis were exposed to transfectant without
siRNA. Data are expressed as the SHP-2: a-actin ratio and represented as mean
±SEM of 3 experiments. *p<001 and **p<0 001 vs. controi.
Figure 6. Effects of $HP-2 knockdown on Ang II-induced activation of ERKY/2 (A),
p38MAP kinase (B) and AKT (C). VSMCs were transfected with SHP-2 siRNA or
non-siiencing (N$ siRNA) for 24 h and ceii extracts were analyzed by western
blotting with phospho-specific anti-ERK1/2, anti-p38MAP kinase and anti-AKT
antibodies. Data are expressed as the SHP-2: Œ-actin ratio and represented as the mean
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Dans notre première étude, nous avons étudié les rôles spécifiques que jouent
les DROs, •02 et le H202, dans la régulation du tonus vasculaire en hypertension
artérielle. Nous démontrons que: 1- Les DROs augmentent à la fois la [Ca2] dans
les CMLVs et la contraction des petites artères de résistance des rats SHR
comparativement aux rats WKY. Ces effets dépendent principalement de l’influx de
Ca2 extracellulaire via les canaux calciques de type L; canaux qui semblent être sur-
régulés chez le SHR. 2- Dans les CMLVs de rats SHR comparativement aux rats
WKY, le H202 et le •02 régulent de manière différente les [Ca2J. Tandis que le
H202 induit une augmentation des [Ca2j et une augmentation de la contraction des
artères de résistance mésentériques des rats SHR lorsque comparés aux rats WKY, les
effets de l’•02 sont diminués chez les $HR.
La deuxième étude reflète de l’importance du H202 dans l’activation des MAP
kinases ERK1/2 et p3$MAP kinase, protéines de la signalisation intracellulaire qui
jouent un rôle important dans la prolifération, différenciation et migration des
CMLVs. Nous démontrons que l’activation des MAP kinases est significativement
plus élevée chez les SHR comparativement aux WKY. Les mécanismes menant a
l’activation des MAP kinases (ERK1/2 et p38 MAP kinase) par le F1202 sont
dépendants des tyrosines kinases mais ne semblent pas impliquer la PKC. De plus,
nous démontrons que les patrons de signalisation menant à l’activation de ERK1/2 et
p38MAP kinase par le H202 sont différents. En effet, tandis que les protéines
tyrosines kinases de type récepteur et non récepteur sont impliquées dans l’activation
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d’ERK1/2, uniquement les protéines tyrosines kinases de type non récepteur sont
impliquées dans l’activation de p38 MAP kinase par le H202.
Dans notre dernière étude, nous démontrons, pour la première fois, que 1-
1’Ang ii, à travers la production des DROs, induit l’inactivation!oxydation de
certaines PTPs vasculaires incluant SHP-2. Nous démontrons également que
l’inactivation par oxydation des PTPs est un phénomène qui est dérégulé en
hypertension artérielle (SHR). 2- SHP-2 PTP constitue une cible directe de l’action
des DROs dans les CMLVs. 3- La phosphorylation de SHP-2 par l’Ang II est régulée
à la baisse chez les SHR comparativement aux WKY; et implique le récepteur AT-1 et
la NAD(P)H oxydase. 4- SHP-2 est impliquée dans l’activation de AKT mais pas de
ERK1/2 et p38 MAP kinase par l’Ang II, suggérant l’importance de cette phosphatase
dans l’activation de certaines voies de signalisation menant à la croissance et la survie
des CMLVs.
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Les DROs incluent le •02, le H202, le OH- et les dérivés nitrogènes de
l’oxygène (NO et ONOO). Dans des conditions physiologiques normales, la
production des DROs au niveau de la paroi vasculaire est étroitement contrôlée et
régulée. Dans les situations pathophysiologiques, telle que l’hypertension artérielle, la
production des DROs au niveau de toutes les couches (intima, média et adventice) de
la paroi vasculaire est augmentée. De ce fait, les DROs contribuent de manière
significative aux dommages vasculaires tels que la dysfonction endothéliale et le
remodelage vasculaire associés à l’hypertension artérielle.
Dans l’hypertension essentielle humaine, plusieurs études cliniques ont
démontré que l’utilisation d’antioxydants tels que la vitamine C et la glutathionne
entraîne la réduction significative de la pression artérielle (Ceriello A et al. 1991). La
diminution de la pression artérielle est associée à une amélioration de la fonction
artérielle. Ainsi, il a été prouvé que la vitamine C, par exemple, améliore la
vasodilatation dépendante de 1’ endothélium et ceci suite à l’augmentation de l’activité
de la NOS (Taddei S et al. 1998). De plus, la combinaison de plusieurs antioxydants
pourrait avoir des effets additifs ou synergiques sur la neutralisation des DROs,
l’augmentation de la production de NO, l’amélioration de la vasodilatation
endothéliale et la diminution de la pression artérielle (Galley Hf et al. 1997). Dans les
expériences décrites dans le chapitre 5, nous avons étudié les rôles spécifiques que
jouent le •02 et le H2O2 dans la régulation du tonus vasculaire en hypertension
artérielle. Même si tous les DROs sont dérivés de la réduction des molécules
d’oxygènes, les différentes propriétés chimiques des différents DROs ont des
implications importantes et distinctes dans la signalisation intracellulaire des CMLVs.
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C’est la raison pour laquelle, nous avons comparé les effets du •02 et du H202 sur la
signalisation calcique des CMLVs. De plus, nous avons évalué si ces effets sont
altérés en hypertension artérielle en utilisant le modèle spontanément hypertendu
SHR. La raison pour laquelle nous avons utilisé ce modèle animal d’hypertension
artérielle vient du fait que le rats $HR développe l’hypertension artérielle de manière
spontanée; et les causes exactes expliquant la hausse de la pression artérielle avec
l’âge ne sont pas connues. De ce fait, le modèle SHR mime l’hypertension artérielle
primaire/essentielle chez l’humain. De plus, il y a une composante génétique associée
au développement de l’hypertension dans ce modèle. Plusieurs gènes sont impliqués
dans le développement de l’hypertension chez le SHR et il a été clairement établi qu’il
y avait une augmentation de la résistance vasculaire périphérique ainsi qu’une
augmentation de l’activité du SNS dans ce modèle (Yamori Y, 1999). Dans nos
études, nous avons utilisé des rats SHR âgés de 16 semaines. À cet âge, la pression
artérielle systolique peut atteindre 200mmHg. De ce fait, l’augmentation de la
pression artérielle et l’augmentation du tonus neurogénique sont associés à une
augmentation de la synthèse protéique et à un changement de la structure des
vaisseaux sanguin permettant ainsi le maintient d’une pression artérielle élevée dans
ce modèle (Yamori Y, 1994).
Très peu d’études comparant les effets des DROs sur l’homéostasie du [Ca2j dans les
CMLVs provenant des rats hypertendus SHR comparativement à celles des rats
normotendus WKY ont été effectuées. Les résultats de notre étude démontent qu’à la
fois le 11202 et l’•02 entraînaient une augmentation significative de la [Ca2J au
niveau des CMLVs. L’augmentation, induite par avec le F1202, de la [Ca2j était plus
élevée dans les CMLVs des rats $HR comparativement aux CMLVs des rats WKY.
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Les effets de l’•02 sur les [Ca2] étaient diminués chez dans les CMLVs des rat $HR.
Ces résultats démontrent que différentes espères de DROs activent différents signaux
de transduction entraînant ainsi des effets divergents sur la signalisation calcique. Le
•02 est une molécule excessivement instable qui possède une très courte durée de vie.
Elle est soluble dans l’eau et agit comme un agent oxydant, où elle est réduite en
H202, ou encore comme un agent réducteur, donnant son électron pour former le
0N00. Le H202 est principalement produit par la dismutation de 1’•02, cette
réaction peut être spontanée ou encore catalysée par la SOD. Le H202 possède une
durée de vie plus longue que celle de l’•02 et à la capacité de traverser les
membranes cellulaires. Le F1202 est éliminé par la catalase ou la GPX mais peut
également être réduit pour former le OH- qui est une molécule extrêmement réactive.
De ce fait, le H202 à la possibilité de se déplacer loin de l’endroit où il a été formé
pour induire des dommages à ce niveau (Fridovich I, 1997). De manière similaire à
notre étude, il a été démontré que 1’•02 et le H202 augmentent les [Ca2]1 dans les
CMLVs et dans les ECs, mais contrairement à notre étude ou cette augmentation est
principalement due à un l’influx du calcium des canaux calciques, d’autres études
démontrent que cette augmentation par les DROs peut être une conséquence de la
mobilisation du calcium InsP3-dépendante et de la diminution de l’activation de la
Ca2-ATPase (Lounsbury KM et aÏ. 2000). En effet, plusieurs évidences supportent le
fait que les DROs inactivent la pompe SERCA. La pompe SERCA fonctionne en
transportant le Ca2 contre son gradient de concentration à l’intérieur de la lumière du
réticulum sarcoplasmique. Une étude de Grover et Samson a démontré, dans des
fractions enrichies en membranes plasmiques et réticulum endoplasmiques d’artères
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coronaires, que la xanthine/xanthine oxydase inactivait à la fois la pompe SERCA
mais également la pompe calcique membranaire. La pré-incubation de ces fractions
enrichies avec la SOD et non la catalase a prévenu ce phénomène; suggérant que le
•02, plutôt que le 11202 ou le 0H-, serait responsable des effets observés (Grover AK
et aL 1988). Mis à part le •02, il été montré, dans les artères coronaires, que le 11202
pouvait également inhiber de manière efficace l’entrée du Ca2 dans le réticulum
sarcoplasmique en causant une inhibition de la pompe SERCA (Grover AK et aL
1992).
Considérant le fait que l’•02 et le 11202 possèdent des propriétés chimiques
différentes, nous voulions comprendre les mécanismes à travers lesquels ces DROs
pouvaient produire une augmentation de la [Ca2j. La déplétion du calcium du milieu
extracellulaire a entièrement inhibé les réponses calciques après stimulation des
CMLVs WKY et $HR avec le F1202 et le LY835$3 (un générateur d’.02), suggérant
que l’augmentation de la [Ca2j1 observée provenait principalement d’un influx du
Ca2 du milieu extracellulaire. La route primaire de l’entrée du Ca2 extracellulaire
dans les CMLVs s’effectue à travers les canaux calciques voltage-dépendants, qui
constituent une grande famille de protéines homologues catégorisée selon leurs
cinétiques et leurs propriétés pharmacologiques. Les CMLVs expriment deux types de
canaux calciques; les canaux calciques de type L et de type T. Les canaux calciques
de type L (“Long-lasting Ca2 channels”) sont des canaux ioniques voltage-dépendants
requis pour le couplage normal excitation-contraction dans les CMLVs, les
cardiomyocytes et les cellules musculaires squelettiques. Ces canaux forment des
complexes protéiques constitués de plusieurs sous-unités : la sous-unité Œj qui forme
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le pore du canal et les sous-unités f3, a2 et y qui sont des protéines régulatrices. Il est
maintenant très bien établi que c’est la sous-unité a qui confère les propriétés
fonctionnelles du canal. En effet, cette sous-unité régule la perméabilité au Ca2,
l’inactivation du canal de manière Ca2-dépendante et l’inhibition du canal par les
bloqueurs des canaux calciques (Sonkusare S et al. 2006). Les canaux calciques de
type L sont des HVA “high voltage-activated”. Lors de la dépolarisation des CMLVs,
l’ouverture de ces canaux calciques de type L (Cal .2) entraine l’entrée du calcium
dans le milieu intracellulaire et la contraction subséquente des CMLVs. Ainsi, ces
canaux jouent un rôle déterminant dans la régulation du tonus vasculaire et de la
pression artérielle. Contrairement aux canaux calciques de type L, les canaux
calciques de type T sont des LVA “low voltage-activated”. En effet, ils sont
caractérisés par leur activation et inactivation très lente. Les canaux de type T Ca3.1
et Ca3.2 sont exprimés dans le système cardiovasculaire, incluant les CMLVs. Même
si beaucoup de recherche est effectuée sur les bases moléculaires de la régulation des
canaux LVA, le rôle fonctionnel de ces canaux dans les CMLVs est encore très peu
connu (Cribbs LL, 2006).
Dans nos études, l’incubation des CMLVs avec des inhibiteurs canaux calciques de
type L (verapamil et diltiazem) et de type T (mibefradil) nous ont permis d’élucider si
l’influx calcique observé après stimulation des cellules avec le H202 et le LY835$3
s’effectuait à travers les canaux de type L et/ou de type T. De plus, l’utilisation des
inhibiteurs nous a permis de déterminer si les mécanismes de l’entrée du Ca2 étaient
différents entre le H202 et LY83583. La pré-incubation des CMLVs, provenant des
rats WKY et SHR, avec le verapamil et le diltiazem a produit une diminution
significative de l’augmentation de la [Ca2j induite par le H202. Cependant, la pré-
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incubation des cellules avec le mibefradil n’a produit aucune différence significative.
Il est très important de mentionner que le mibefradil, bloqueur des canaux calciques
LVA, n’est pas “spécifique” aux canaux calciques de type T. En effet, il a été
démontré que le mibefradil inhibait d’autres canaux LVA tels que les canaux
voltage-dépendants et les canaux K. Ces résultats suggèrent que l’augmentation de la
[Ca2j induite par le H202 n’est pas médiée via les canaux calciques LVA.
Contrairement aux effets du H202 sur la signalisation calcique des CMLVs, les effets
des inhibiteurs des canaux calciques sur les [Ca2j induite par l’•02 étaient différents
entre les CMLVs des rats WKY et SHR. En effet, les inhibiteurs des canaux calciques
de type L et de type T ont diminué les [Ca2J induites par le LY83 583 dans les
CMLVs des rats WKY mais pas dans celles des rats $HR. Ces résultats démontrent
que la signalisation calcique induite par 1’•02 est différemment régulée en
hypertension artérielle. Il est possible qu’il existe une régulation différente des canaux
calciques par les DROs. Néanmoins, ces résultats nécessitent plus de clarification.
Le fait que l’augmentation de la [Ca2J induite par le H202 est exagérée chez les $HR
par rapport aux WKY, nous avons évalué l’expression des sous-unités x des canaux
calciques de type L (Œ1C) et de type T (Œ1G) dans les artères mésentériques de rats
WKY et SHR. L’ARNm des sous-unités ŒIC et ŒIG était significativement augmenté
chez les $HR comparativement aux WKY. De plus, l’expression protéique des canaux
calciques de type L était augmentée chez les SHR. De manière similaire à nos études,
il a récemment été démontré qu’il y avait une régulation à la hausse (ARNm et
protéine) de la sous-unité ŒiC au niveau des artères mésentériques des SHR (Pratt Pf
et aÏ. 2002). Ceci pourrait donc expliquer la l’exacerbation de la réponse calcique
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observée entre les WKY et SHR après stimulation des CMLVs avec le H202. Etant
donné que le Ca2 est important pour la contraction vasculaire, l’ensemble de ces
résultats suggère que les changements calciques redox-sensibles contribuent à
l’altération du tonus vasculaire en hypertension artérielle. D’ailleurs, nos expériences
de contractilité vasculaire ont démontré que les réponses contractiles des artères
mésentériques au H202 étaient exagérées chez les $HR. De manière similaire, d’autres
études ont démontré que le H202 induisait une augmentation de la contraction des
artères de résistance et ceci à travers la production de thromboxane A2 (Gao YJ et al.
2001). Il a été démontré que le H202 pouvait également induire une vasodilatation
dans certains lits vasculaires. En effet, dans les artères coronaires, cérébrales et
pulmonaires, le F1202 induit une vasodilatation alors que dans l’aorte, le F1202 induit
une vasoconstriction (Burke TM et al. 1987; lesaki T et al. 1999; Torrecillas G et al.
2001). Un des mécanismes à travers lequel le H202 pourrait induire la vasorelaxation
des artères est par l’activation de la eNO$ et par l’augmentation du NO au niveau des
ECs. En effet, il a été démontré qu’une incubation prolongée du H2O2 dans les ECs
induit une régulation à la hausse de l’expression et l’activité de la eNOS et une
augmentation de la synthèse de tetrahydrobiopterine (Shimizu S et al. 2003). Les
effets contradictoires du H202 sur la réactivité vasculaire dépendent du protocole
expérimental et plus particulièrement de la concentration du H202 utilisé. Dans nos
études, le H202 à été utilisé à une concentration de 1 0 mol/i. Cette concentration est
supra-physiologique, mais il a été démontré que dans certaines situations
pathologiques tels que l’ischémie/reperfusion, le diabète ou l’athérosclérose, les
niveaux vasculaires de H202 peuvent atteindre des concentration allant jusqu’au
micro-molaire (Zulueta JJ et aL 1997; Lounsbury KM et al. 2000).
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L’augmentation du calcium intracellulaire induite par le F1202 ou par 1’Ang II entraîne
non seulement la contraction des CMLVs, mais est également responsable de
l’activation de certaines protéines tyrosine kinases importantes dans la croissance
cellulaire. En effet, la signalisation calcique et le calcium intracellulaire induit la
phosphorylation de protéines serines et thréonines kinases telles que la PKC
(Nishizuka Y, 1992) ou la Ca2/calmoduline protéine kinase (Braun AP et al. 1995).
Ainsi, il a été démontré que la PKC et ses seconds messagers tels que le IP3/Ca2,
induisent l’activation de JAK2 par l’Ang II. De plus, il a été démontré que dans les
CMLVs, l’activation de Pyk2, le substrat de Src, par l’Ang II est dépendant du Ca2 et
de la PKC (Sabri A et al. 199$).
Dans la deuxième étude, nous avons évalué la régulation de l’activité des MAP
kinases par les DROs en hypertension artérielle (SHR) et déterminé les mécanismes
intracellulaires à travers lesquels les MAP kinases sont activées par le H202. Tel que
décrit ci-dessus, les MAP kinases constituent une famille de protéines
serines/thréonines kinases qui sont activées en réponse à plusieurs stimuli externes tels
que les facteurs de croissance, les hormones, les peptides vasoactifs et le stress. Il est
important de mentionner que même si nous et d’autres groupes avons démontré que
les MAP kinases sont régulés par les DROs, celles-ci ne constituent pas des cibles
directes des DROs. Parmi tous les dérivés réactifs de l’oxygène, nous avons étudié
l’effet du H202 sur l’activation des MAP kinases car le F1202 est perméable aux
membranes cellulaires et est beaucoup plus stable que l’•02 et le OH-. Plusieurs
études, y compris la nôtre, ont démontré que les MAP kinases sont activées par le
H202 dans plusieurs types cellulaires incluant les CMLVs et les cardiomyocytes (Bass
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AS et al. 1995; Touyz RM et al. 2003b; Ushio-fukai M et al. 1998b). Cependant, très
peu d’études ont comparé l’activation des MAP kinases par les F1202 dans les CMLVs
provenant des rats spontanément hypertendus en comparaison avec les rats
normotendus WKY. Chez les SHR, l’augmentation de l’activation des MAP kinases
par le H202 pourrait avoir des conséquences importantes sur la croissance des CMLVs
et sur le remodelage vasculaire en hypertension artérielle puisqu’il a été établis que ce
modèle exhibe à l’état basal un plus grand niveau de stress oxydant dans les vaisseaux
(Zalba G et al. 2000).
Les mécanismes en amont de l’activation des MAP kinases par le H202 ne sont pas
encore très clairs. Puisque la PKC, les protéines tyrosines kinases non récepteurs et
récepteurs sont impliqués dans l’activation des MAP kinases par l’Ang II, nous
voulions donc savoir si ces protéines sont également impliquées dans l’activation des
MAP kinases par le H202. Utilisant des agents pharmacologiques, nous sommes
arrivés à la conclusion que l’activation d’ERKI/2 et de p38 MAP kinase par le H202
est PKC-indépendante et protéines tyrosines kinases-dépendante. Tandis que,
uniquement les récepteurs tyrosines kinases (EGR-R, PDGf-R et IGF-R) sont
importants dans l’activation de p38 MAP kinases par le H202, l’activation de ERK1/2
implique les protéines tyrosines kinases de type récepteur et non-récepteur.
Les PKC constituent une famille de protéines kinases comprenant au moins 12
isoformes. Ces isoformes sont classifiés sous trois catégories (classiques, nouveaux et
atypiques) sur la base de leurs structures et de leurs habilités à lier les cofacteurs (Liu
WS et aï. 199$). Une étude récente à démontré que les isoformes classiques (Œ, 131 et
y), nouveaux ( et c) et atypique (PKCÇ) de la PKC étaient phosphorylés sur leurs
résidus tyrosines suite à la stimulation des cellules avec le H202 (Konishi H et aï.
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1997). Cependant, l’implication de PKC dans la phosphorylation des MAP kinases par
le H202 est contradictoire. En effet, dépendamment des types cellulaires étudiés et des
inhibiteurs des PKC utilisés, il a été démontré que l’activation d’ERK1/2 et p38 MAP
Kinase par le F1202 était PKC-dépendante ou indépendante. Dans les myocytes
cardiaque de rats néonataux et dans les cellules musculaires lisses pulmonaires (Clerk
A et aï. 199$; Zhang J et al. 199$), il a été démontré que l’activation des MAP kinases
par le H202 était PKC dépendante, alors que dans d’autres études et de manière
similaire à notre étude, les inhibiteurs de la PKC n’ont pas affecté l’activité des MAP
kinases induite par le H202 dans les CMLVs (Taher MM et al. 199$). Les raisons qui
pourraient expliquer ces résultats contradictoires incluent le fait qu’il est possible que
PKC soit différemment régulée d’un type cellulaire à l’autre et que les inhibiteurs
utilisés dans ces études affectent les isoformes différents de la PKC.
Mis à part la PKC, nous avons étudié, utilisant des agents pharmacologiques,
l’implication des NRTK (Src et JAK2) et RTK (EGF-R, PDGF-R et IGF-R) dans
l’activation des MAP kinases par le H202. JAK et Src sont deux familles de protéines
tyrosines kinases de type non-récepteur qui participent aux signaux de transduction
menant à la prolifération des CMLVs induite par 1’Ang II; et qui agissent sur plusieurs
substrats similaires incluant $TAT1, $TAT3, Raf-1 et $hc. (Sayeski PP et al. 1999).
La famille des protéines tyrosines kinases JAK inclue JAKI, JAK2, JAK3 et Tyk2.
Ces protéines de poids moléculaire de 130 kDa induisent la transcription des gènes à
travers les transducteurs de signal et activateurs de la transcription STATs. De plus, ils
activent les voies de signalisation classiques telle que la voie Shc/Grb2/Sos et Raf- 1.
Comme mentionné ci-dessus, ces voies de signalisation sont impliquées dans
l’hypertrophie, prolifération et migration des CMLVs (Figure 5). De manière
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similaire, la famille Src (55-62 kDa) induit la croissance des CMLVs en signalant à
travers Shc/Grb2/Sos et STAT. Dans nos études, nous démontrons qu’à la fois JAK2
et Src sont impliquées dans l’activation des MAP kinases par le H202. Plusieurs
études ont déjà démontré que les RTK sont activés par les DROs et que l’activation
des RTK induit la production des DROs à travers l’activation de la NAD(P)H oxydase
(Yang E et al. 2000; Touyz RM et al. 2003b). Ici, nous démontrons que l’EGF-R, le
PDGf-R et l’IGF-R sont impliqués dans l’activation par le H202 d’ERK1/2 mais pas
de p38 MAP kinase. Il est donc possible que les voies de signalisation à travers
lesquels le H202 active p38 MAP kinase diffèrent de celles de l’activation de ERK1/2.
Les points faibles de celle étude incluent le fait qu’il est possible que les inhibiteurs
pharmacologiques utilisés pour inhiber la PKC, les RTK et les NRTK ne soient pas si
spécifiques dans les sens ou il se pourrait qu’ils inhibent d’autres protéines que celles
pour lesquels ils ont été utilisées. D’autres méthodes, tels que l’utilisation des
oligonucleotéides ou encore des siRNA (small interference RNA) s’avèrent être plus
spécifiques.
En plus de leur rôle dans la croissance cellulaire et la synthèse protéique, de nouvelles
données indiquent que les MAP kinases et protéines tyrosines kinases jouent un rôle
important dans la contraction cellulaire induite par l’Ang II et par le H202. En effet,
des études provenant de notre laboratoire ont démontré que dans les CMLVs
provenant d’artères de résistances mésentériques, les protéines tyrosines kinases ainsi
que la cascade de signalisation d’ERK jouent un rôle important dans la contraction
cellulaire. Nous avons démontré que les voies de signalisation de MEKJERK sont
impliquées dans la contraction cellulaire suite à l’augmentation du Ca2 intracellulaire.
Le PD9$059 (inhibiteur de MEK) et le Tyrphostin A-23 (inhibiteur des tyrosines
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kinases) atténuent la contraction des cellules induites par l’Ang II (Touyz RM et al.
1999a). P38 MAP kinase est également implique dans les effets contractiles induits
par l’Ang II dans les CMLVs. Les mécanismes à travers lesquels l’activation des
MAP kinases module la contraction des CMLVs sont à clarifier mais il semblerait que
la phosphorylation de Hsp27 par p38 MAP kinase, suite à la stimulation des CMLVs
par l’Ang II, induit le changement de conformation de Hsp27 ce qui dissocie cette
dernière de sa liaison aux filaments d’actine. Cette dissociation est responsable de la
contraction des CMLVs (Meloche S et al. 1999). La deuxième possibilité est que
l’activation de p38 MAP kinase par l’Ang II induit la phosphorylation de «MAP
kinase activated proteine kinase 2» (MAPKAP kinase 2) qui est capable de
phosphoryler la chaine légère de la myosine de manière directe (Komatsu S et al.
1996). En plus de leurs contributions dans les effets contractiles de l’Ang II, les MAP
kinases, telles que ERK et p38 MAP kinases, et les protéines tyrosines kinases, telle
que Src, sont impliquées dans la contraction aortique induite par le H202 (Thakali K et
al. 2007).
Finalement, nous avons testé l’hypothèse que l’augmentation de la
phosphorylation des MAP kinases induite par les DROs était associée à une
augmentation de l’oxydation des protéines tyrosines phosphatases. En effet, les
niveaux cellulaires de phosphotyrosines sont régulés par l’activité antagoniste des
protéines tyrosines kinases et des protéines tyrosines phosphatases. Dans ce sens,
utilisant la méthode du “In gel” PTP assai, nous avons déterminé, pour la première
fois, que l’Ang II induisait l’oxydation et l’inactivation réversible d’au moins trois
PTPs dans les CMLVs. De manière intéressante, l’oxydation de certaines PTPs était
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augmentée dans les CMLVs des rats SHR comparativement à celles des rats WKY.
Ces études suggèrent que 1’Ang ii, à travers la production des DROs, induit
l’inactivation par oxydation des PTPs dans les CMLVs. De manière similaire à notre
étude, Sullivan et aï. ont démontré que l’inhibition des PTPs par le H202 était
réversible dans les cellules Herl4 (Sullivan 5G et aÏ. 1994). Aussi, le H202 produit
dans les cellules stimulées avec le TNF-Œ induit l’inactivation des “mitogen-activated
protein kinase phosphatases”, PTPs importantes dans la signalisation intracellulaire
des MAP kinases.
De plus, une multitude d’études ont démontré que la production des DROs en réponse
la stimulation des cellules avec des facteurs de croissance tels que l’EGF ou le PDGF
et des rayons UV (UVC, UVB et UVA) induisait l’inactivationloxydation des PTPs in
vivo (Lee SR et aï. 1998; Gross S et al. 1999).
Parmi les protéines oxydées par l’Ang II dans les cellules vasculaires, nous avons
identifié et étudié la régulation de la protéine tyrosine phosphatase 2 (SHP-2),
également nommée PTP1D, PTP2C, Syp, $H-PTP2, SH-PTP3. SHP-2 (68 kD) est
une PTP cytosolique, possédant deux domaines SH2 du coté N-terminal (“Src
homology domain”), qui est exprimée de manière ubiquitaire et qui joue un rôle
important dans la signalisation induite par les facteurs de croissance et les intégrines.
De manière intéressante, il a été démontré que $HP-2 exerce ses effets en se liant aux
résidus tyrosines des protéines tyrosines kinases de type récepteur tels que l’IGF-lR
ou le PDGf-Rf3. Les mécanismes de l’action de SHP-2 sont complexes puisqu’il a été
démontré que cette phosphatase pouvait réguler les protéines tyrosines kinases de
manière positive ou négative; de plus, plusieurs des cibles de SHP-2 sont à ce jour
inconnues (Feng GS, 1999). SHP-2 régule plusieurs patrons de signalisations,
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importants dans la fonction cellulaire, incluant la croissance, l’adhésion et la motilité
cellulaire. Dans nos études, nous voulions premièrement savoir si SHP-2 était
inactivée par oxydation suite à la stimulation des CMLVs avec l’Ang II ou le H202, et
deuxièmement comparer la régulation de cette PTP en hypertension artérielle. Puisque
les niveaux de phosphorylation des résidus tyrosines étaient augmentés par les DROs
dans le modèle SHR, nous suggérons pour la première fois que cette augmentation est
associée à une inhibition par oxydation de certaines protéines tyrosines phosphatases
(tel que SHP-2) impliquées dans les patrons de signalisation de l’Ang II menant à la
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Figure 7. Modification redox des protéines tyrosines phosphatases dans
les cellules musculaires lisses vasculaire. PTP= protéines
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Utilisant un anticorps reconnaissant la forme oxydée des PTPs (Persson C et al. 2005),
nous avons pour la première fois détecté l’oxydation de SHP-2 suite à la stimulation
des cellules avec l’Ang II. D’autres études ont démontré que $HP-2 pouvait être
oxydée dans les cellules fibroblastes Rat 1 suite à la stimulation par le PDGf (Meng
TC et al. 2002). Mis à part les PTPs cytosoliques, il a été démontré que les PTPs de
type récepteur sont également des cibles de l’oxydation par les DROs. Effectivement,
l’oxydation du résidu cystéine du domaine intracellulaire D2 des PTPs récepteurs (tel
que PTPŒ) change la conformation du domaine D2 de la PTP affectant ainsi la
signalisation à travers ce récepteur (Blanchetot C et al. 2002).
L’oxydation des PTPs par les DROs induit l’inactivation de ces dernières ce qui
contribuerait à l’augmentation la signalisation intracellulaire des protéines tyrosines
kinases induite par l’Ang II et les facteurs de croissance. En effet, il a été décrit que
l’oxydation réversible de la PTP1B par l’EGF était associée à une inhibition de
l’activité de la phosphatase. De plus, la production des DROs induite par l’EGF ou
l’insuline coïncide avec l’inhibition de l’activité de la PTP1B. Ceci est
particulièrement significatif puisque plusieurs études ont démontré que la PIPi B était
un régulateur négatif de la signalisation intracellulaire médié par l’insuline dans les
adipocytes et que l’inhibition de la PTP par le H202 était associé à une augmentation
des cascades de signalisations médiées par l’insuline (Bae Y$ et al. 1997; Mahadev K
et al. 2001). Dans ce sens, nous voulions comprendre l’implication de l’inactivation
de SHP-2 dans les patrons de signalisation de l’Ang II menant à la croissance des
CMLVs en hypertension artérielle. L’expression et la phosphorylation basale de SHP
2 était réduite chez les $HR comparativement aux WKY. De plus, SHP-2 est
phosphorylée par l’Ang II via le récepteur AT-1 et la NAD(P)H oxydase et
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l’amplitude de phosphorylation de SHP-2 est diminuée chez les SHR. Nous
démontrons également que la régulation à la baisse de $HP-2 était associée à une
augmentation significative de la phosphorylation de AKT par l’Ang II dans les
cellules vasculaires SHR et WKY. AKI ou protéine kinase B joue un rôle essentiel
dans la régulation des fonctions cellulaires tels la croissance cellulaire, l’expression
génique, la survie cellulaire, la synthèse protéique et le transport de glucose
(Somanath PR et al. 2006). AKT inhibe la “glycogen synthase kinase 3” et active la
kinase ribosomale S6 ainsi que les facteurs de transcriptions AP-1 et E2F, tous
impliqués dans la prolifération et croissance des cellules vasculaire (Figure 5). De
manière similaire aux MAP kinases, à la fois le H202 exogène et l’Ang II activent
AKT dans les CMLVs (Ushio-fukai M et al. 1 999b). De plus, la phosphorylation de
AKT par l’Ang II est inhibée par le DPI, suggérant ainsi l’importance des DROs,
dérivés de la NAD(P)H, dans l’activation de AKT par l’Ang II. Nos études
démontrent l’importance de la PTP SHP-2 dans les patrons de signalisations
intracellulaires de l’Ang II et identifient les PTPs comme des cibles directes des
DROs suite à la stimulation des CMLVs avec l’Ang II. Ces résultats suggèrent que
l’oxydation des PTPs en hypertension artérielle est un mécanisme qui pourrait
contribuer de manière très significative au remodelage vasculaire associé aux
maladies cardiovasculaires.
Akt est activée par plusieurs facteurs de croissance et cytokines. Le patron de son
activation inclut sa phosphorylation et translocation à la membrane (Bellacosa A et al.
199$). Le patron de signalisation typique de l’activation d’Akt est médié par
l’activation de récepteurs tyrosines kinases tels que le récepteur à l’insuline ou l’IGF
194
1R. La stimulation du récepteur induit la phosphorylation de certains substrats tels que
le substrat du récepteur à l’insuline (IRS 1 ou IRS2). La phosphorylation de ce substrat
entraîne la liaison de protéines spécifiques possédant un domaine SH2. Parmi ces
protéines, la PI3K se lie à 1’IRS (Burgering BM et al. 1995). Akt joue un rôle
important comme médiateur de la fonction biologique de l’insuline. En effet, la
signalisation d’Akt joue un rôle majeur dans le métabolisme du glucose et la PI3K est
responsable, en partie, à la stimulation du transporteur du glucose (GLUT4) par
l’insuline. Le rôle d’Akt et de PI3K dans ce processus se produit à deux différents
niveaux. Premièrement, suite à la stimulation par l’insuline, Akt induit la transiocation
des vésicules contenant GLUT4 des stores intracellulaires vers la membrane
plasmatique (Kohn AD et aÏ. 1996). GLUT4 induit l’entrée du glucose dans la cellule.
En plus de la translocation de GLUT4, Akt promeut la synthèse de glycogène suite à
l’inactivation de la glycogène synthase kinase 3 (Cross DA et aÏ. 1995). Considérant
le rôle majeur de la PI3K-Akt dans les voies de signalisation de l’insuline, il n’est pas
surprenant que ces voies de signalisation aient été étudiées dans le phénomène de
résistance à l’insuline observée dans le diabète de type II. Il a ainsi été suggéré que la
phosphorylation d’Akt, la transiocation de GLUT 4 suite à la stimulation des cellules
avec l’insuline, est détériorée chez les patients et rats insulino-résistants (Krook A et
al. 1997 ; Rondinone CM et al. 1999; Song XM et al. 1999 ; Tremblay F et al. 2001).
Selon les résultats obtenus dans nos études, l’expression et la phosphorylation basale
de SHP-2 est diminuée chez le SHR. De plus, après avoir mimé cette carence
signalétique en sous-régulant l’expression de SHP-2, nous avons observé une
augmentation de la phosphorylation d’Akt chez les CMLVs de SHR stimulées à l’Ang
195
II. Pourtant, en plus d’être spontanément hypertendu, le modèle $HR est un modèle
insulino-résistant. La résistance à l’insuline dans ce modèle a été décrite au niveau du
tissu adipeux et squelettique. De plus, une diminution de la phosphorylation du
récepteur de l’insuline et de 1’IRSl ainsi qu’une suppression de la translocation du
transporteur du glucose dans le tissu adipeux fut décrit (Shimamoto K et al. 2006).
Pour expliquer nos résultats, il est important de se rappeler que les PTPs régulent de
manière négative la signalisation de l’insuline via la déphosphorylation du récepteur à
l’insuline. Ainsi, l’activation du récepteur à l’insuline par autophosphorylation est
réversiblement régulé par plusieurs PTPs incluant SHP-2 et la protéine tyrosine
phosphatase Œ. Mais ce n’est que récemment qu’il a été démontré de la protéine
tyrosine phosphatase B (PTPÏB) était la PTP majeure responsable de régulation
négative du récepteur à l’insuline (Zhang ZY, 2001). De plus, il a été prouvé que les
souris déficientes en PIP1B exhibent une amélioration de la résistance à l’insuline et
du diabète de type 2 (Liu G, 2003). Par contre, d’autres études ont démontré que
l’inhibition de SHP-2, en utilisant des souris transgéniques sur-exprimant un dominant
négatif SHP-2, a détérioré la signalisation intracellulaire de l’insuline dans le muscle
et foie. Ceci a été traduit par une diminution de la phosphorylation d’IRS 1, d’Akt et
de PI3K. Ainsi, une augmentation de la résistance à l’insuline fut observée (Maegawa
H et al. 1999). Dans notre modèle, le rôle physiologique de l’augmentation de la
phosphorylation d’Akt par l’Ang 11 suite à la sous-régulation de SHP-2 est à
déterminer. Il serait donc intéressant d’étudier l’interaction de l’Ang II et de l’insuline
dans l’activation d’Akt induite par 1’Ang II dans le tissu adipeux et squelettique, qui
représentent les tissus les plus affectés par la résistance à l’insuline. De plus, il serait
intéressant de déterminer si d’autres phosphatases, telles que PTP1B, PIEN ou
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SHIP2, sont inactivés par oxydation suite à la stimulation des CMLVs par 1’Ang II. Il
a en effet été déterminé que, de manière similaire à la sous-régulation de la PTPÏB, la
régulation à la baisse de PTEN ou SHIP2 ont des effets bénéfiques sur le métabolisme
du glucose et de la résistance à l’insuline (Sasaoka T et al. 2006).
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CONCLUSION
L’ensemble de nos travaux ont permis de démontrer que les DROs tels que
l’anion superoxyde et le peroxyde d’hydrogène constituent des médiateurs importants
dans les processus de signalisation intracellulaires contribuant aux dommages
vasculaires liées à l’hypertension artérielle.
Dans les CMLVs, les DROs augmentent les concentrations de calcium
intracellulaires, principalement via l’influx du calcium à travers les canaux calciques
de type L. De plus, le H202 induit une augmentation des concentrations de calcium
intracellulaires et de la contraction des artères de résistance chez les SHR.
L’augmentation de la signalisation calcique chez le SHR pourrait s’expliquer par le
fait qu’il y a une hausse de l’expression génique et protéique des canaux calciques de
type L dans ce modèle. En plus d’influencer le tonus vasculaire, le H202 influence
l’activation des MAP kinases, protéines qui jouent un rôle important dans les
processus intracellulaires menant à l’hypertrophie et à la prolifération des CMLVs.
Nos résultats indiquent que les MAP kinases ERK1/2 et p38 MAP kinases sont redox
dépendantes et que leur activation est régulée à la hausse dans le modèle hypertendu
SHR. Ces études identifient les protéines tyrosines kinases mais pas la PKC comme
protéines importantes dans l’activation d’ERK1/2 et de p38 MAP kinase par le H202
exogène dans les CMLVs. De plus, utilisant des approches biochimiques,
pharmacologiques et moléculaires, nous identifions clairement et pour la première fois
que l’Ang II induit l’augmentation de l’oxydation de plusieurs PTPs, incluant SHP-2,
dans les cellules musculaires lisses vasculaires des rats $HR. Cette oxydation
constitue un mécanisme nouveau et important dans la régulation des PTPs dans les
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cellules vasculaires. En effet, l’oxydation des PTPs sur leurs résidus cystéines est
associée à un changement de conformation et de structure des PTPs, qui a pour
conséquence l’inactivation et l’inhibition de leur activité phosphatase. Finalement,
nous démontrons que SHP-2 est associé à l’activation de AKT par l’Ang II et qu’il est
possible que l’oxydationlinactivation de SHP-2 par l’Ang II contribuerait à
l’augmentation des voies de signalisations manant à la croissance des CMLVs en
hypertension artérielle.
Bien que nos travaux nous aient permis d’identifier certaines cibles de l’action
des DROs dans les CMLVs en hypertension artérielle, plusieurs questions restent à
clarifier. En effet, les modifications thiol redox-dépendantes sur le contrôle de la
signalisation intracellulaire des protéines importantes dans l’hypertrophie et
prolifération des CMLVs sont à identifier. De manière plus significative, il serait
important d’étudier les conséquences physiologiques de l’oxydation des protéines par
les DROs dans les pathologies cardiovasculaires associées au remodelage vasculaire
tel que l’hypertension artérielle. La découverte de la régulation des PTPs par
oxydation constitue une ouverture pour l’identification de nouvelles approches
pharmacologiques permettant de traiter des situations de dérégulation de la
signalisation phosphotyrosine dans certaines pathologies.
Une meilleure compréhension de ces évènements pourrait nous éclaircir sur les
processus de la dysfonction vasculaire en hypertension artérielle et pourrait nous aider
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Differential Calcium Regulation by Hydrogen Peroxide and
Superoxide in Vascular Smooth Muscle Ceils from
Spontaneously Hypertensive Rats
fatiha Tabet, BSc, Carmine Savoia, MD, Ernesto L. Schiffrmn, MD, PhD, anti Rhiun M. Touyz, MD, PhD
Abstract: We invcstigated the rote cf reactive oxygen species
(ROS), particularly hydrogen peroxide (11202) and superoxide anion
(02) in the regulation cf vascular smooth muscle ceil (VSMC) Ca2
concentration ([Ca2 ]) and vascular contraction and assessed wheth
er redox-dependent Ca2 signaling and contraction are altered in hy
pertension. VSMCs and mesenteric arteries from Wistar Kyoto
(WKY) and spontaneously hypertensive rats (SHR) were studied.
Celis were stimulated with F1,0, (1 o— mol/i) or LY83583 Ç02 gen
erator, 10 molli). [Ca2J and cytosohc were measured by fura
2AM and tempo-9-AC fluorescence respectiveiy. L-type and T-type
Ca2” channeis were assessed using verapamiildiltiazem and mibe
fradil respectively and mRNA and protein expression cf these chan
neis was assessed by real-time PCR and immunobiotting respec
tively. H202 time-dependentiy increased [Ca2]1 and contraction with
significantly greater effects in SHR versus WKY (P < 0.001).
LY$3583 increased [Ca2] in both strains, but responses were
blunted in SHR. Removal ofextraceHular Ca2 abrogatcd [Ca2*Jj rc
sponses to F1,0, and 0,. Verapamit and diltiazcm, but not mibe
fradil, significantly decreased H,02 -induced [Ca2”J responscs with
greater effccts in SHR (P < 0.0 1). L-type and T-type Ca2 channel
inhibition reduccd LY$3583-mediatcd [Ca2] increasc oniy in WKY
ceils. Both types cf Ca2 channels were expressed (mRNA and pro
tein) in VSMCs from WKY and SITR, with greater abundance in SFIR
than WKY (2- te 3-fold). These resuits demonstrate that ROS increa.se
vascular [Ca21 and contraction, primariiy via extracellular Ca2* in
flux. Whereas responses te 11202 are enhanced. ‘02 -mediated ac
tions are blunted in SHR. These effects may relate to differential ac
tivation ofCa2” channels by H202 and ‘O,. Enhanced activation of
L-type Ca2” channels and increased Ca2 influx by F1,0, may con
tribute te increased Ca2 signaling in VSMCs from SHR.
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Reactive oxygen species (ROS), particularly superoxide anion (°2) and hydrogen peroxide (F1202), have been sug
gestcd as mediators of vascular structural and functionai
changes in hypertension.1’2 findings from in vitro and in vivo
studies dernonstrate that 0, and H202 increase vascular con
tractility, stirnulate vascular smooth muscle cdl (VSMC)
growth, and induce inflammatory responses, characteristic
features cf srnail arteries in hypertension.1 5 ROS mediate
these effects through redox-sensitive signaling pathways.6’7 In
cultured VSMC and endothelial ceils, ROS influence MAP ki
nases, tyrosine kinases, and transcription factors.8 ‘° In addi
tien recent studies suggest that 0, and H20, modulate intra
ceilular free Ca2 concentration ([Ca2]), a major determinant
cf contraction/relaxation in vascular smooth muscle.’1
In the vasculature, redox-sensitive [Ca2] effects have
been demonstrated primarily in the endothelium. In isolated
endothelial ceils, increased generation ofendogenous 02 by
xanthine oxidase/hypoxanthine resuits in a rapid [Ca2]1 in
crease, followed by a slow and sustained elevation.l2 This bi
phasic response is due to Ca2 mobilization from cytosotic
stores foliowed by extracellular Ca2 influx.’2 In bovine aortic
endothehal cclls, 02 inhibits Ca24 release-activated entry
(CRAC) and Ca21 extrusion and accelcratcs Ca2 leak from
intraceliular stores.’3 02 and H702 seem to differentially
regulate endothelial [Ca24J Whereas •02 elicits a slow and
sustained increase in endothelial [Ca2], H,02 induces con
centration-dependent Ca2 oscillations. Furtherrnore 02
increases bradykinin- and ATP -induced [Ca2j1’5 while
0N00 inhibits agonist-stimulated Ca2 responses.’t’ Since
endothelial [Ca2] plays an important role in nitric oxide regu
lation, these redox-sensitive processes may influence endothe
lium-dependent vasodilation. In fact, endogenous H202 bas
been suggested to be an endothelium-derived hyperpoladzing
factor.’7
Emerging evidence indicates that ROS aise influence
[Ca2*] in VSMCs.’ 1,18,19 Most studies demonstrate an inhibi
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tory effect of ROS on sarco(endo)plasmic reticulum Ca2-
transporting ATPase (SERCA), thcreby decreasing Ca2
transport into reticular stores resulting in cytosolic Ca2 accu
mulation and increascd [Ca2’].18’2° Mechanisms whereby
H7°7 inhibits SERCA arc probabiy through oxidation of suif
hydiyi groups or by direct aftack on the ATP binding site.18’21
Superoxide stimulates 1P3-induced Ca2 release from vascular
srnooth muscle sarcopiasmic reticulum, further increasing
[Ca2].22 Ca2-activated CF currents
‘Cl(Ca) are also regulated
by redox-sensitive processes.23 Diamide, a non-specific oxi
dant, enhanced the amplitude of 1cl(c),by stimulating Ca2’ in
flux through voltage-dependent Ca channets in smooth
muscle celis from rabbit portai vein. Not ail stiidies reported a
[Ca2] stimulatory effect of ROS. In cultured aortic smooth
muscle celis, 02 attenuates Ca2 mobilization and decreases
Ca2 sensitivity ofthe contractile machineiy.24 Indeed, studies
of ROS effects on vascular tone are contradïctory. In most
studies H202 and 02 indtice vasoconstriction and affenuate
endothelium-dependent vasodilation.20’25’26 However, in cere
brai arterioles and in isolated coronary arteries I-1202 induces
vasodilation27’28 and in isolated bovine aortic smooth muscle
celis, 02 attcnuates contraction.24 Reasons for these conflict
ing results probably depcnd on the blood vesse! studied, the
concentration and type offree radical empioyed, and the pres
ence or absence of vascular endothelium.
Few studies have examined the role ofROS in vascular
Ca2 horneostasis and contraction in hypertension. Gao and
Lee29 dernonstrated that H202-induced contractile responses
are enhanced in isoiated mesenteric arteries from spontane
ously hypertensive rats (SHR) cornpared with normotensive
Wistar Kyoto (WKY) controis. Rodriguez-Martinez et a13° re
ported that H202-induced contraction is augmented in de
endotheiiaiized aorta from SHR. However, the role ofVSMC
Ca2 in these processes is unclear. b address this we investi
gated whether H,02 and •O, modulate [Ca2] in VSMCs
from WKY and SHR and assessed whether [Ca2] responses
to ROS are differentiaiiy reguiated in hypertension. further
more we studied putative mechanisms whereby ROS influence




The study vas approved by the Animal Ethics Commit-
tee of the Clinicai Research Institute of Montreal (IRCM).
Maie WKY and SHR (Taconic Farms mc, Germantown, NY)
were used. Rats were kiiled by decapitation.
Celi Culture
Vascuiar smooth muscle cells derived from mesenteric
arteries were isolated from 10 WKY and 10 SHR rats and char
acterized as described previously.31 Briefiy, mesenteric arter
ies were cieaned of adipose and connective tissue and VSMCs
dissociated by enzymatic digestion. The tissue was filtered and
the ccli suspension centrifuged and resuspendcd in DMEM
containing heat-inactivated calf scrum, HEPES, L-glutamine,
penicillin, and streptornycin. VSMCs wcre grown on round
glass covcrslips (25 mm diameter) in plastic dishes and main
tained at 37°C in a hurnidified incubator (5% C02195% air).
Low-passaged celis (passages 3 to 6) were used. Before cx
perimentation, celis were rendercd quiescent by serum depri
vation and maintenance in serurn-free DMEM for 24 hours.
Measurement of {Ca2J1
[Ca2] was measured using the fluorescent probe fura
2AM (Moiecuiar Probes, OR) as previously described.3’ On
the day of the smdy, the culture medium was repiaced with
warmed modified Hanks buffered saline containing (mmoi/i):
137 NaCi, 4.2 NaHCO3, 3 Na2HPO4, 5.4 KC1, 0.4 KH2PO4,
1.3 CaC12, 0.5 MgCi2, 10 glucose, 0.8 MgSO4 and 5 HEPES
(pH 7.4). Ceiis were loaded with fiira-2AM (4 timoi/t), dis
solved in dimethyi suifoxide (DMSO) containing 0.02%
pluronic F-127 (Molecuiar Probes), and incubatcd for 30 min
utes at 37°C in a humidified incubator. Under thcsc loading
conditions, thc ratiometric fluorescence ccli images are homo
geneous, indicating no significant compartmcntalization ofthe
dyc. Affer 30 minutes, the toadcd celis were washed and used
afier a 5- to 10-minute stabihzation period. Alt washing pro
cedures and experirnents were performed at room temperature,
thereby minimizing cornpartrnentalization and ccli extrusion
ofthc dye. The coverslip containing ceils was placed in a stain
less steel chamber and mounted on the stage of an inverted
microscope (<40-oi1 immersion objective), and an Attofluor
fluorescence digital imaging system (Zeiss) was used, as pre
viously described.31 fura-2AM loaded celis were exposed to
an excitation wavelength of 340 and 380 nm while monitoring
the emission signai at 510 nm.
[Ca2] responses were mcasured in ceNs exposed to in
creasing concentrations ofH2O2 and LY83583, a superoxide
generating napthoquinolinedione32 in the absence (2 mmol/L
EGTA) orpresence ofextracellular Ca2. To determine wheth
er H,O2 or LY83583-mduccd [Ca ] changes were dependent
on Ca2 influx through L or T-type calcium channels, L-type
(verapamil and diitiazem) and T-type (mibcfradil) Ca2 chan
nel inhibitors wcrc used. In these expcrimcnts, cells werc pre
treated for 15 to 20 minutes with vehicle, verapamil (l0
moilL), diitiazem (i05 mol/L), ormibefradil (l0 moi/L) be
fore H202 (0 ta 90 minutes) or LY83583 (0 to 75 minutes)
stimulation. Ta determine whether H202-induced [Ca2]
changes were reversible after 75 minutes of stimulation,
VSMCs were washed with Hanks buffer during 20 minutes
and the [Ca2] were measured.
Measurement of 02 Production
To determine whether LY83583 does in fact stimutate
02 generation in our experimental modet, cells werc exposed
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to LY83583 (O to 75 minutes) and the fluorescence intensity
was measured using the probe Tempo-9-AC.33 Celis were
loaded with the fluoroprobe (4 pmol/L) for 30 minutes at room
temperaflire and washcd 3 times with Hanks modified buffer.
Loaded celis were allowed to equilibrate for 5 to 10 minutes
before analysis. In some experirnents, celis were pre-exposed
to tempol (1 mmol/L, for 20 minutes), a superoxide anion scav
enger, and then subjected to LY83583 stimulation. fluores
cence was measured using an Attofluor system (Zeiss) as we
described.33 Excitation and ernission wavelengths were set at
360 nm and 510 nm respectiveiy.
Vascular Smooth Muscle and Œ1G Subunits
mRNA Levels
Cellular mRNA levels of X (L-type Ca2 channels)
and subunits (T-type Ca2 channel) were studied by real
time PCR. Total RNA was isolated from WKY and SHR
VSMCs by using Trizol Reagent (GIBCO-BRL). Reverse
transcription vas perforrned using 2 tg ofRNA as previously
described.34 Reai-time PCR was perfonned with a Stratagene
Mx4000 System for relative quantification ofVSMCs and
Œ1G subunits mRNA. Sense and antisense primers were de
signcd to generate short amplification products (82 bp for cc
subunit, 239 bp for a subunit, and 107 bp for ribosomal pro
tein Si 6, used as an internai standard), which spanned one in
tron region to detect contamination by genomic DNA. Primers
for VSMCs c subunitwere: sense 5’-CCTCATTGGCTCA-
CAGAAGT-3’ and antisense 5’-TACATCTTCAGGAG-
CATTTCT-3’; for VSMCs Xic subunit: sense 5’GCTG
GAATGTGCTGGACGGCTTG-3’ and antisense 5’-
ATGAAGAAGGCACAG CAAATGACC -3’: and fbr S16:
sense 5’-AGGAGCGATTTGCTGGTGTGG-3’, and anti
sense 5’-GCTACCAGGGCCTTTGAGATG-3’. To validate
our real-tirne PCR protocol, gene-specific standard curves for
VSMCs Œ, c subunits, and Sl6 were generated from seriai
dilutions of the cDNA. Using the Quantitect SYBR Green
PCR Kit (Qiagen) and a final 0.5 imoi/L concentration of
primers, real-tirne PCR vas conducted with an initial denatur
ing intervai (95°C, 15 minutes) and then 40 sequence cycles:
94°C (30 seconds), 56°C (45 seconds), and 72°C (30 seconds).
A meiting curve analysis was also performcd to check absence
of formation ofprirner-dirners. Ail samples were run in dupli
cate. Samples from WKY cDNAs were used as calibrators and
variations of cc and ulG subunits from SHR VSMCs were
calculated as a relative quantity compared with WKY group.
Resuits are expressed as the ratio between the gene of interest
and Si 6 relative quantities.
Western Blot Analysis
Vascular smooth muscle ce]ls from WKY and SHR, pas
sages 3 to 6, were washed twice with cold PBS. Lysis buffer
(Na pyrophosphate 50 mmoi/L, NaF 50 mrnoi/L, NaCl 50
mmoi/L, EDTA 5 mmol/L, EGTA 5 mmol/L, Na3 VO4 2
mmol/L, HEPES pI-I 7.4, 10 mrnol/L, Triton X-100 0.1%,
PMSF 50 rnrnol/L, pepstatin 1 ig/m1, ieupcptin 1 .tgIrnl, apro
tinin 1tg/rnl) was added and the plates were placed on dry ice
forS minutes. Cclls were scraped off, transferred to Eppendorf
tubes, and sonicated for 5 seconds. The protein supematant
vas separated by centrifugation and protein concentrations
were determined with the Bio-Rad Protein Assay reagent (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA); 30 tg of proteins were
loaded on a 7.5% SDS-polyacrylamide gel and transferred to
nitrocellulose membrane (Boehinger, Mannheim, Lavai, Que-
bec, Canada) for 2h30 at 100V. Membranes were biocked with
blocking buffer, containing 5% w/v non-fat dry milk in PBS
and incubated overnight at 4°C. Membranes were incubated
for 2 hours with anti-c1 subunit antibody (1:1000) (Cherni
con International). recognizing L-type Ca2 channels. Immu
noreactive proteins were detected by chetniluminescence and
blots analyzed densitornetricaily (Image-Quant Software, Mo
lecular Dynamics, Sunnyvale, CA).
Preparation and Study of SmaII Arteries
Sixtcen-wcek-old WKY and SHR rats were killed by de-
capitation and the third-order superior mesenteric artery (=2
mm in lcngth) was isolated and mountcd on 2 glass microcan
nulae in a pressurizcd myograph under constant intraluminal
pressure (45 mm Hg).35 The vesseis were equilibrated with
warm (37°C) physiological sait solution (in mmol/L: NaCI
120, NaHCO3 25, KC1 4.7, KH,P04 1.18, MgSO4 1.1$, CaCI2
2.5, EDTA 0.026, and glucose 5.5) and bubbled continuously
with 95% air and 5% C02 to achieve a pH of7.4. Vessels were
used if they constricted (>50%) in response to potassium (125
rnmol/L KC1) with norepinephrine (l0- mol/L).
Contraction to HO2 (1 O mol/l) was assessed in a time
dependent manner and was expressed as a percentage of maxi
mal response.
Statistical Analysis
Resuits are presented as the mean ± SEM and compared
by 2-way ANOVA with rcpcatcd measures followed by a Bon
ferroni post-test. F < 0.05 was considcred significant.
RESULTS
Effect of H202 and LY83583 on Vascular
Smooth Muscle Celis [Ca2]1
At low concentrations, F12O2- and LY83583-induced
[Ca2] effects were modest. Nevertheless H20, and LY835$3
dose-dependently increased [Ca2J, with significant responses
observed at i0 rnol/L and i0 mol/L respectively (Fig. 1).
Subsequent studies were performed using these concentra
tions. To ensure that cells were viable following H202 stimu
lation, an additional set of experiments was performed where
[Ca2j was detennined in H7O7-stimulated celis following a
washout period (20 minutes). As demonstrated in Figure 2,
202 © 2004 Lippincott Williams & Willdns
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FIGURE 1. Line graphs demonstrate effects of increasing con
centrations of H202 (A) and LY$3583 (B) on {Ca2j1 responses
in VSMCs from WKY rats. Responses were measured after 1 5
minutes of incubation. *) < 0.05, < 0.01, < 0.001
versus basal values.









FIGURE 2. Bar graph indicates [Ca2] responses before (basal)
and after (wash) H202 (1 0 mol/L, 75 minutes) stimulation in
VSMCs tram WKY and SHR. Responses were measured after 20
minutes of washing with Hanks buffer. Results are presented as
mean ± SEM. *D< 0.05, **< 0.01 versus counterpart control.
t P < 0.05 versus H202 treatment.
lular Ca2 influx (Fig. 3). To investigate whether Ca2 chan
nels play a role in this process, celis were pretreated with 2
different types ofL-type Ca2 channcl blockers, veraparnil and
diltiazem. In addition, T-type Ca21 chairnels were investigatcd
using thc T-type blocker. mibefradil. As shown in Figures 4A
and 4B, both verapamil and diltiazem decreased H,02-
mediated [Ca2 ] transients, with signifie antly greater effects
in SHR. Pre-exposure of ceils to mibefradil did flot produce
FIGURE 3. Line graphs demonstrate eftects of H202 (10—a
mol/L) on [Ca2]1 in the absence and presence of extracellular
Ca2 (as described in the method). CelIs were pre-incubated in
a Ca2 free buffer for 15 minutes prior to addition of t1202.
Results are presented as the H202-induced change in [Ca2J
measured using the fluorescent probe Fura-2AM. Values are
expressed as means ± SEM, with each data point comprising
from 10 to 20 cells. *D < 0.05, < 0.01, < 0.001 versus





































Effect of H202 on Vascular Smooth Muscle
CelIs [Ca2J in the Absence and Presence of
Extracellular Ca2
In the presence of extrace]lular Ca2*, H202 induced a
significant increase in [Ca2] (Fig. 3). Responses were slow in
bath WKY and SHR and were significantly increased above
basal levels after 30 minutes; 75 minutes after stimulation,
[Ca2]1 was increased more than 3-fold in SHR, which was
significantly greater than responses in WKY (P <0.001). In the
2+ 2+absence of extracellular Ca , H202-mediated [Ca ] effects
were abrogated in both groups.
Effect of L-type and T-type Calcium Channel
Inhibitors on HO2 Induced [Ca2] Increase
Removal ofextracellular Ca2 abolished H202-mediated
actions, suggesting that [Ca2] responses are due to extracel
0 25 50 75 100
Time (mm)
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FIGURE 4. (A) Representative tracings of [Ca2]1 responses to
F1202 (10 mol/L) in the presence or absence ot verapamil
(10—i mol/L). (8) Representative tracings of [Ca2]1 responses
to H202 in the presence or absence of diltiazem (1 o mol/L).
(C) Representative tracings of [Ca2”J resonses to H202 in the
presence or absence of mibefradil (10 mol/L). VSMCs were
pretreated for 15 to 20 minutes with vehicle, verapamil, dii
tiazem, or mibefradil before H202 (0 to 90 minutes) stimula
tion. Results are presented as the H202-induced change in
[Ca2”] measures using the fluorescent probe Fura-2AM. Values
are expressed as means ± SEM, with each data point com
prising from 10 to 20 cells. P < 0.05, < 0.01, < 0.001
versus H202 counterpart. tP < 0.001 versus WKY group.
any significant change in H202-induced [Ca2j1 responses
(Fig. 4C).
[Ca2J Effect of LY83583 in the Presence and
Absence of Extracellular Ca2
b evaluate whether intracellular •02 influences
[Ca2]1, VSMCs were exposed to LY835$3, a ceil membrane
permeable naphthoquinolinedione, which generates 02_.32 To
verify that LY$3583 does in fact induce •02 formation in
VSMCs, we measured cytosolic •02 levels using Tempo
9AC.33 As demonstrated in figure 5, LY83583 stimulation re
sulted in a slow and sustained increase in Tempo-9AC fluores
cence both in WKY and SHR ceils (—2-fold). To confirm that
this increase was due to intraceliular increase in 0,, celis
were pre-exposed to tempol, a superoxide dismutase (SOD)
mimetic, which significantly attenuated LY83583- induced
fluorescence.
LY83583 induced a time-dependent increase in [Ca2]
in both WKY and SHR celis (Fig. 6). Maximal responses were
obtaincd within 45 minutes and were significantly blunted in
SHR compared with WKY ceils (P< 0.05). Removal of extra
cellular Ca2 abolishcd LY83583-elicitcd [Ca2 responses.
Effect of L-Type and T-Type Calcium Channel
Inhibitors on LY83583-Induced
[Ca2J Responses
As demonstrated in figures 7A and 73, verapamil and
diltiazem significantly decreased (f< 0.05) LY835$3-induced
[Ca2] signais in WKY (f < 0.05), but not in SHR celis.









FIGURE 5. Line graphs demonstrate etfects of LY83583 (10
pmol/L) on Tempo-9-AC fluorescence in the absence and pres
ence of tempol (1 mmol/l) (as described in the method). Ceils
were pretreated with tempol for 20 minutes prior to LY83583
stimulation. Results are presented as the LY83583- induced
change in Tempo-9-AC fluorescence. Values are expressed as
means ± SEM, with each data point comprising from 10 to 20
ceils. < 0.05, < 0.001 versus LY83583 counterpart.
Time (mm)
Time (mm)
0 10 20 30 40 50
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ing ROS effects on Ca2 homeostasis in VSMCs, and to our
knowledge, thcrc arc no detailed studies comparing redox
sensitive [Ca211 responses in VSMCs from normotcnsivc and
hypertensive rats. Here we demonstrate that H202 and 02
increase vascular [Ca2]1 and contractile responses in WKY
and SHR. These effects are dependent on extracellular Ca2
and are mediated primarily via influx through Ca2 channels,
which appear to be up-regulated in SHR. Ofparticular interest,
whereas H202-mediated effects are increased, LY83583-
mediated actions are blunted in SHR compared with WKY.
Our data suggest that H207 may be more important than 02
in enhanced vascular Ca2’ signaling and contraction in SHR
75 100 and may be attributable, at least in part, to increased VSMC
Ca2’ channel activation.
Similar to our findings, others reported that H202
creases [Ca2] in vascular cells.11’1926’36 However, whereas
previous studies showed that H202 regulates [Ca2”j via mobi
lization of intracellular Ca2 stores by altering inositol 1,4,5
trisphosphate (1P3) and SERCA activity,’821’2237 we found
that H202 increases Ca2 rnainly by stirnulating extracellular
Ca2 influx. This was cvidcnced by findings that depletion of
extracellular Ca2’ abolished H202-induced [Ca2’] changes in
both WKY and SHR cclls. These responses appear to be me
diated via L-type, rather than through T-type Ca2 channcls,
since veraparnil and diltiazem, selective L-type Ca2’ channel
blockers. but flot mibefradil, specific T-type Ca2 channel
blocker, reduced H202 effects. Exact mechanisrns whereby
ROS influence Ca2 channels are unclear but altered redox
state oFSH-groups inay be important.38 Most studies examin
ing eftècts ofROS on Ca2 channels were perfomied in cardiac
celis, where a direct correlation between H202 levels and L-
type Ca2 channel activation was found.39 However, flot ail
studies reported stirnulatoiy effects ofROS. In mouse cerebral
cortical neurons, hydroxyl ion suppressed Ca2 influx through
L-type voltage-dependent Ca2 channels.4° These differential
responses may relate to ceIl-type specificity. Neither verapa
mil nor diltiazem completely blocked H202-mediated [Ca2]
effects in VSMCs, indicating that mechanisms other than Ca2
channels contribute to Ca21 influx. It is possible that sodium-
calcium exchangers (NCX), non-spccific ion channels, and thc
cation channel long transicnt receptor potential channel 2
(LTRPC2) may play a roic, since these transporters arc also
regulated by H202.
The magnitude of [Ca2]1 inhibition by verapamil and
diltiazem vas greater in SHR than WKY ceils, suggesting that
H202-induced effects on L-type Ca2 channels are enhanced in
SHR. This is supported by our findings that Ca2 channel ex
pression. both at the mRNA and protein levels, vas augmented
in SHR compared with WKY. This may contribute to the aug
mented [Ca2] response by H,01 in SHR and may explain
why H,O,-induced contractile responses are exaggerated in
2930 2+SHR. In fact increased VSMC Ca influx through L-type





FIGURE 6. Line graphs demonstrate effects of LY83583 (10
pmol/L) on [Ca2]1 in the absence and presence of extracellular
Ca2. Ceils were pre-incubated in a Ca2” ftee buffer for 15
minutes prior to addition of H202. Resuits are presented as the
LY83583 -induced change in [Ca2] measured using the fluo
rescent probe Fura-2AM. Values are expressed as means ±
SEM, with each data point comprising trom 10 to 20 cefls. **D




WKY only (P < 0.001) (fig. 7C). Although Ca2 channel
blockers decreased LY83583-induced actions in WKY, re
sponses were not completely inhibited.
Vascular Smooth Muscle Celis and Œ7G
Subunits mRNA and Protein Content
Relative quantification of ŒjC and subunits mRNA
content in VSMCs from WKY and SHR by real-time PCR
showed a 2.5-fold increase in mRNA levels ofc subunit in
SHR VSMCs as compared wïth WKY (P < 0.05). Similar re
suit was observcd with the Œic; subunit mRNA contents (—3-
fold incrcase in SHR as compared with WKY VSMCs, P <
0.01) (fig. 8A). In addition ta increased rnRNA expression,
protein content of L-type Ca2 channel was cnhanced in
VSMCs from SHR (f ig. 83).
Functional Effect of H202
Ta evaluate whether ROS influence Ca2-dependent
function, we assessed vascular contractile responses to H,07.
H202 induced significant contraction, which was time depen
dent (f ig. 9). Contractile responses were significantly higher
in mesenteric vessels from SHR compared with WKY (27.6 ±
4.2% of contraction in SHR versus 12 ± 3.3% of contraction in
WKY) (Fig. 9).
DISCUSSION
Despite the fact that ROS have been implicated to play a
role in Ca2 signahng. there isa paucity of information regard-
© 2004 Lippincott Witliams & Wilkins 205














FIGURE 7. (A) Une graphs demonstrate effects of LY83583 (10
pmol/L) on [Ca2] in the absence and presence of verapamil
(1 0 mol/L). (B) Line graphs demonstrate effects of LY83583
on [Ca2], in the absence and presence of diltiazem (10—i
mol/L). (C) Line graphs demonstrate effects of LY83583 on
[Ca2] in the absence and presence of mibefradil (10
mol/L). VSMCs were pretreated for 15 to 20 minutes with
vehicle, verapamil, diltiazem, or mibefradil before LY83583 (0
to 75 minutes) stimulation. Results are presented as the
LY83583 -induced change in [Ca2”] measures using the fluo
rescent probe Fura-2AM. Values are expressed as means ±
SEM, with each data point comprising from 70 to 20 cells, *P
<0.05, **p< 0.07, ***/)< 0.007 versus f1202 counterpart. fP<
0.05 versus SHR group.
ic VSMCs from SHR membrane density of whole-cell and
single-channel L-type Ca2 currents is increased and L-type
Ca2 currents are larger cornpared with WKY rats.42’43 Pratt et
al44 described a potential mechanism for this increase. They
showed that the xlc subunit mRNA and pore-fonning protein
are up-regulated in SHR mesenteric and skeletal arteries and
that the increased number of L-type Ca2 channel pores are
associated with the generation ofabnormal tone.’
Cornpared with H202, LY$3583-mediated actions were
modest. In fact maximal [Ca2] responses to H,02 wcre in
creased 3- to 4-fold, whercas responses wcre only incrcased
approximately 1 .5-fold by LY835$3. In WKY celis, vcrapa
mil, diltiazcrn, and mibefradil attcnuatcd LY$3583-induccd
effects, suggesting that 02 regulates Ca2 influx, at least in
part, through activation of L-and T-type Ca2 channels. These
•O,-dependent processes do not seem to be important in SHR,
since Ca2 channel inhibitors had no effect on [Ca2j re
sponses, which were in fact blunted. These findings indicate
differential regulation of [Ca2]1 by 02 in WKY and SHR.
Reasons under]ying reduced [Ca2]1 responsiveness to
°2 are
unclear, but may relate to Ca2 channel insensitivity by 02 in
SHR. Some studies reported that ROS inhibit Ca2 channel

















FIGURE 8. (A) Bar graphs indicate relative quantification of cs1
(L-type Ca2 channel) and a1 subunits (T-type Ca2” channel)
mRNA content in VSMCs from WKY and SHR. Results are ex
pressed as the ratio between the gene ot interest and the gene
of ribosomal protein 516 relative quantities. Results are pre
sented as mean ± SEM for n = 6. (B) Representative immu
75 100 noblot demonstrate protein content of c subunits in VSMCs
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The apparent paradoxical finding that H20, increases
Ca2 influx through Ca2 channels in SHR, whereas 02 does
not seern to influence Ca2 channet activity in SHR, even
though it regulates Ca2 influx via Ca2 channels in WKY,
high!ights the complexity ofprocesses whereby ROS mediate
intracellular events. As we previously suggested45 the specific
type of species generated, the intracellular comparttuent in
which H202 and 02 localize, the kinetics ofROS generation,
and the mechanisms ofcellular ROS regulation probably con
tribute to differcntial ROS actions. it could ha speculated that
in SHR VSMCs, 11202, which has a long haiflife and isa stable
ROS, may bc in close association with Ca2 channels, whcreas
•02 , which is less stable, and that appears ta ha more rapidly
metaholized in SHR than in WKY celis as reflected by the
lower intracellular levels, may flot. Previous studies have also
demonstrated paradoxical actions of ROS in VSMCs.4648
In fact, ROS have been described to have dual vasocon
strictionlvasodilation properties.45
The functional significance of ROS-induced {Ca2]
regulation relates to our findings that 1120, influenced vascu
lar contraction and that responses were enhanced in SHR.
These resuits confimi those ofGao and Lee29 who showed that
11202 induces an exaggerated contraction in mesenteric arter
ies of SHR through thrornboxane A2 production. However, flot
ah studies demonstrated vasoconstriction in response ta ROS.
Endothelium-dependent H202-induced vasorelaxation has
been demonstrated in human coronary and mesenteric arteries,
cat cerebral arterioles, piglet pial arterioles, tnouse mesenteric
arterics, and rat cerebral arteries.4951 Rcasons for these diffcr
ences may relate ta vessel heterogcneity and/or to the frac radi
cal species studied.
In sumrnary, our study demonstrates the nove! findings
that H202 and 02 diffcrcntial!y regulate [Ca2]1 in VSMCs
from SHR. Whereas H202-induced effects arc cnhanccd, 02
actions arc b!unted. Mechanisms under!ying these processes
may relate ta incrcased activation of L-type Ca2 channel by
11202, but not by 02. Furthermore, since H202 effects were
significantly greater than those of 02, we propose that H202
may be a more important ROS signahing molecule than 0,
VSMCs, as has been previously suggested.81° An aspect of
our study that should be considered relates ta the concentration
ofH2O2 used. Although I 0 mol/L is nota physio]ogical con
centration, under pathologic conditions, such as in ischemia
reperfusion injury and in vascu!ar damage associated with hy
pertension, diabetes. and atherosclerosis, vasctt!ar H202 can
increase to levels within the !tmo!ar range.20’52’53 Thus data
from our study identify a redox-sensitive Ca2 process that
may play an important role in altered vascular function in hy
pertension.
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the intraceltular thiot/disutfide redox state [6,14,15].
Aithough MAP kinases are regulated by oxygen free
radicais, they are probably flot direct substrates of
0 and H202.
The exact mechanisms whereby ROS influence MA?
kinase activity remain unclear. However, the activation of
tyrosine kinases and protein kinase C (PKC) may be
important, because these moiecules are redox-sensitive
and are upstream of v1AP kinases [8]. Receptor tyrosine
kinases (RTK), sueh as piatelet-dcrived growth factor
receptor (PDGFR), epidermal growth factor receptor
(EGFR) and insulin-like growth factor reeeptor (IGfR),
non-receptor tyrosine kinases (NRTK), such as JAK2 and
Src, and various isoforms of PKC have been demon
strated to be targets of ROS [16—19].
In the prcscnt study we questioned the role of tyrosine
kinases and PKC in the activation of ERK1/2 and
p38MAP kinase by H202 in VSMC. In addition, we
sought to evaiuate whether rcdox-scnsitive activation
of these MA? kinases, important in growth and pro
inflammatory signaling in VSMC, is differentialiy rcgu
lated in ceits from spontaneousiy hypertensive rats
(SHR). 0f the many ROS, we studicd H202 because
H202 is ecu-membrane permeable, it is a more stable




The study was approvcd by the Animal Ethics Commit-
tee of the Clinical Research Institute of Montreal
(IRCM) and was carried out according to recommen
dations of the Canadian Council of Animal Care.
Sixteen-week-old male Wistar—Kyoto rats (WKY) and
SHR (u = 10/group) (Taconic Farms Inc., Germantown,
New York, USA) were studied. Rats wcre killcd by
decapitation.
Ceil culture
Vascular smooth muscle cells (VSMC) derived from
mesenteric arteries were isoiatcd and characterized as
described previously [20,21]. Bricfly, mcsenteric arterics
were cieaned ofadipose and connective tissue and VSMC
were dissociated by the enzymatic digestion of vascular
arcades. The tissue was fittered and the cdl suspension
centrifuged and resuspended in Dulbecco’s modified
Eagie medium containing heat-inactivated fetal bovine
serum (fBS), HEPES, L-glutamine, peniciilin, and strep
tomycin. VSMC were cuitured in Dulbecco’s modified
Eagie medium eontaining 10% FBS and maintained at
37°C in a humidified incubator (5% C02/95% air). Eariy
passagcd celis (passages 3 to 6) werc used. Before exper
imentation, ceils werc rcndcred quiesccnt by serum
deprivation for 24 h.
Western biot anaiysis of MAP kinases
Q uiescent VSMC were stimuiated and then washed with
cotd PBS. Lysis buffer (Na pyrophosphate 50 mmol/l,
Naf 50 mmol/i, NaCI 50 mmol/l, EDTA 5 mmol/l,
EGTA 5 mmol/l, Na3VO4 2 mmol/l, HEPES pH 7.4,
10 mmol/l, Triton X-100 0.1%, PMSF 50 mmol/l, pep
statin 1 tg/ml, leupeptin I pg/mi, aprotinin 1 Igfml) was
added. Plates wcrc placcd on dry ice for 5 min and
ailowed to thaw. Ceils were scraped off and sonicated
for 5 s. The protcin supernatant vas scparatcd by
centrifugation, and protein concentrations wcre deter
mmcd using the Bio-Rad Protein Assay reagent (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, California, USA). Equal amount
ofproteins wcrc Ioaded on a 10% SDS-polyacryiamide gel
and transferred to nitrocellulose membrane (Boehringer,
Mannheim, LavaI, Quebee, Canada) for 1 h at 100V.
Membranes were blocked with blocking buffer, contain
ing tris-buffered saline, 0.1% Tween-20 with 5% w/v non-
fat dry milk for 1 h at room temperature. Membranes
were incubated overnight at 4°C with anti-phospho
specific ERK1/2 antibody (Thr202/Tyr204) and anti
phospho-specific p38MAP kinase antibody (Thrl8O/
Tyr182) (Ccli Signaiing Tcchnology, Beverly, Massachu
setts, USA) (1 1000). Membranes werc then incubated
with secondary antibodies (1: 2000) for 1 h at room
temperature and incubated with Blotting Substrate
(Roche, Indianapolis, Indiana, USA) following the manu
facturcr’s protocol. Membranes were re-ineubated with
anti-Œ aetin antibody. Immunorcactive proteins were
detected by chemiluminescence, exposed to film and
biots were analysed dcnsitometricalty (Image-Quant soft
ware; Molecular Dynamics, Sunnyvale, California, USA).
Experimentai protocol
CelIs were stimulated with H202 for 2—30 min. H202 vas
used at i0 molli, because we and others previously
reported maximal effects at this concentration [22].
The rote of tyrosine kinases and PKC in MA? kinase
phosphorytation vas determined using selective phar
macological inhibitors, tyrphostin A23 (10 mol/i) and
GF109203X (10 mollI), rcspectively. To assess
whether H202-induced ERK1/2 and p38MAPK acti
vation is mediated via EGFR kinase, PDGFR kinase
or IGFR kinase, we used the selective inhibitors AG1478,
AG1296 and AG1024 (10 molli), respectiveiy. Finally,
to determine the roie of the NRTK in the activation of
ERKI/2 and p38MAP kinase, selective inhibitors of Src
(PP2) and JAK2 (AG490) (10 mol/i) were used. PP3, an
inactive analogue was used as a negative control. Previous
studies demonstrated that at the doses used, the pharma
cologicai agents are selective [23]. VSMC were pre
treated with pharmacological inhibitors for 30 min before
H202 addition.
Statisticai analysis
Each experiment was repeated at least three times.
Results are presented as means ± SEM and compared
Reactive oxygen species and MAP kinases signaling Tabet et aL 2007
by analysis of variance. F < 0.05 was considered statisti
calty significant.
Resu Its
Effect of H202 on ERK1/2 and p38MAP kinase
phosphorylation in VSMC from WKY and SHR
H202 stimulation rcsulted in a slow and sustaincd
incrcasc in ERK1/2 and p38MAP kinase phosphorylation
in WKY and SHR VSMC. Maximal responses were
obtained within 10—20 min after H202 stimulation
(Fig. 1). H202-mediatcd effects were significantly greater

















Activation of ERK1/2 and p38MAP kinase by F1202 is
PKC independent and tyrosine kinase-dependent
To determinc whether PKC is an upstream regutator of
H202-induced activation ofERKI/2 and p3SMAP kinase,
cells were treated with GF109203X, a selective PKC
inhibitor. The phosphorylation of both MA? kinases
was not significantly altered by GF109203X (Fig. 2),
suggesting that pathways other than ?KC regulate
H202-indueed phosphorylation of ERK1/2 and p38MAP
kinase in VSMC. To vcrify the functional intcgrity of
ERK1/2 and p38MAP kinase pathways, we also examined



















Effect 0f hydmogen peroxide on extracellular signal-regulated kinases
1/2 and p38 mitogen-activated protein kinase phospho,ylation in
vascular smooth muscle celis from Wistar—Kyoto rats (WKY) and
spontaneously hypertensive rats (SHR). Top panels are representative
immunoblots 0f p38 mitogen-activated protein (MAP) kinase ta) and
extracellular signal-regulated kinases (ERK) 1/2 (b) phosphorylation by
hydrogen peroside (H202) (1 o— mol/i). Membranes were probed with
phospho-specific antibodies and re-probed with anti-m actin antibody to
assess protein loading. Line graph demonstrates time-dependent effect
of H202. Each data point is the mean + SEM of five experiments.




Activation 0f extracellular signal-reguiated kinases 1/2 and p38
mitogen-activated protein kinase by hydrogen peroxide s protein kinase
C-independent in vascular smooth muscle cells from Wistar—Kyoto rats
(WKY) and spontaneously hypertensive rats (SHR). Ceux were
pretreated with SB202190, GF109203X or PD98059 for 20—30 min
before the addition 0f hydrogen peroxide tH2O2) (1 0 mollI, 10 mm).
Top panels are representative immunoblots 0f p38 mitogen-activated
protein (MAP) kinase ta) and extracellular signal-regulated kinases
1/2 (b) phospho,ylation by H202 (i0— mollI). Bar graphs represent
quantification 0f multiple immunoblots. Data are presented as
means ± SEM 0f five esperiments. *0 < 0.05, **,0 < 0.01. fl WKY;
• SHR.
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inhibitor, and PD98059, selcctivc inhibitor ofthe ERKI/
2 pathway. SB202190 and PD98059 abrogated H202-
induced phosphorylation of p38MA? kinase and
ERK1/2, respectively. Neither GF109203X, PD98059
nor SB202190 influenccd basal phosphorylation of
MA? kinases.
To evaluate the role of protein tyrosine kinases in H202-
mediated activation of MA? kinases, VSMC were
exposcd to two different protein tyrosine kinase inhibi
tors, tyrphostin A9 and tyrphostin A23. ?retreatment of
celis with tyrphostins signifieantly attenuated the phos
phorytation of ERKI/2 and p38MAP kinase (Fig. 3).
Neither tyrphostin A9 nor tyrphostin A23 influenecd
basal MAP kinase phosphorylation.
Role of EGFR, PDGFR and IGFR tyrosine kinases in
ERK1 /2 and p38MAP kinase activation by H202
To test whether RTK are involved in H202-induced
MA? kinase activation, we pre-treated VSMC with
AG1478, AG1296 and AG1024, which are specific inhibi
tors ofEGFR, PDGFR and IGFR, respeetivcly. AG1478,
FIg. 3
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Role 0f tyrosine kinases in extracellular signal-regulated kinases 1/2 and
p38 mitogen-activated protein kinase phosphorylation by hydrogen
peroxide in vascular smooth muscle celis from Wistar—Kyoto rats
(WKY) and spontaneously hypertensive rats (SHR). Ceux were
pretreated with tyrphostin A9 or tyrphostin A23 for 30 min before the
addition 0f hydrogen peroside fH202) (1 o mol/I, 10 mm). Top panels
are representative immunoblots 0f p38 mitogen-activated protein (MAP)
kinase ta) and extracellular signal-regulated kinases 1/2 (b)
phosphorylation by H202 (1 0 molli). Bar graphs represent
quantification of multiple immunoblots. Data are presented as means
± SEM 0f five experiments. *P < 0.05, **jO < 0.01 < 0.001.
Ø WKY; SHR.
Role of epidermal growth factor receptor and platelet-derived growth
factor receptor tyrosine kinases in extracellular signal-reguiated kinases
1/2 and p38 mitogen-activated protein kinase activation by hydrogen
peroxide. Colis were protreated with AGi 478 or AGi 296 for 30 min
before the addition 0f hydrogen peroxide (H202) fi o mol/I, 10 mm).
Top panels are representative immunoblots 0f p38 mitogen-activated
protein (MAP) kinase fa) and extraceliular signal-reguiated kinases 1/2
(b) phospho,yiation by H202 (1 o— molli). Bar graphs represent
quantification 0f multiple immunoblots. Data are presented as means
± SEM 0f five experiments. *,D < 0.05, -‘P < 0.001. J Wistar—Kyoto
rats (WKY); U spontaneousiy hypertensive rats (SHR).














Role 0f JAK2 an insulin-like growth factor receptor in extracellular
signai-regulated kinases 1/2 and p38 mitogen-activated protein kinase
activation by hydrogen peroside in vascular smooth muscle ceNs from
Wistar—Kyoto rats (WKY) and spontaneously hypertensive rats (SHR).
Ceux were pretreated with AG490 or AGi 024 for 30 min before the
addition 0f hydrogen peroxide (H202) (1 o— mollI, 10 mm). Top panels
are repreaentative immunoblots 0f p38 mitogen-activated protein
(MAP) kinase ta) and extracellular signal-regulated kinases 1/2 (b)
phosphorylation by H202 (jg4 molli). Bar graphs ropresent the
quantification 0f multiple immunoblota. Data are presented as means
± SEM 0f five esperiments. *D < 0.05, P < 0.01, ***D <0.001
WKY; SHR.
Src family tyrosine kinases are implicated in estracellular signal
regulated kinases 1/2 and p38 mitogen-activated protein kinase
activation by hydrogen peroxide. Celis were ptetreated with PP2
fSrc inhibitor) or PP3 (inactive analogue) for 30 min before the addition
0f hydrogen peroxide (H202) (1 mollI, 10 mm). Top panels are
representative immunoblots 0f p38 mitogen-activated protein (MAP)
kinase fa) and estracellular signal-regulated kinases 1/2 (b)
phoaphoylation by H202 (io— mollI). Bar graphs represent
quantification 0f multiple immunoblots. Data are presented as
means ± SEM 0f five esperiments. *gQ < 0.05, **p < 0.01,
***P < 0.001. J Wistar—Kyoto rats fWKY); B spontaneoualy
hypertensive rats (SHR).
AG1296 and AG1024 significantly rcduced H202-
mcdiated activation of ERK1/2 in SHR and WKY VSMC
(Fig. 4b and Fig. 5b) but did flot influence p38MAP
kinase phosphorylation (Fig. 4a and Fig. 5a). Although
these RTK inhibitors attenuated H202-induccd ERK1/2
phosphorylation, the effects wcrc not completely abol
ished, indicating that H202 activates ERK1/2 only partly
through RTK.
Fig. 5
Non-receptor tyrosine kinases, Src and JAK2, are
implicated in ERK1/2 and p38MAP kinase activation by
H202
As shown in Fig. 5, AG490, s seleetivc JAK2 inhibitor,
significantly rcduced the phosphorylation of ERK1/2
(?<0.01) and p38MAP kinase (P < 0.05). Similar resutts
werc obtaincd with the specific Src inhibitor, PPZ (Fig. 6).
The pretreatment of celis with PP2 reduced H202-
mediated activation of EKR1/2 and p38MAP kinase.
PP3, an inactive analogue, was used as a negative control
and did flot influence fvIAP kinase phosphorylation by
HzOz (Fig. 6).
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Discussion
Major findings from the present study demonstrate that
H202 induces activation of ERK1/2 and p38MAP kinase
through tyrosine kinase-dependent, PKC-independent
pathways in VSMC. ERKI/2 and p38MAP kinase arc
diffcrcntialiy reguiated by H202 because both RTK
and NRTK influence ERKI/2 activation, whereas oniy
NRTK arc impiicated in p38MAP kinase phosphoryia
tion. VS’IC from SHR exhibited cnhanced H202-
mediated MA? kinase activation, indicating hyper
responsivencss of redox-scnsitive vascular processes.
Our findings underscore the importance of tyrosine
kinases, but flot of PKC, in ROS regulation of ERK1/2
and p3SMAP kinase in VSMC. Uprcguiation of these
redox-dependent processes in SHR may contribute to
ERK1/2 and p38MAP kinase-rciated VSMC growth and
inflammation in hypertension.
ROS activate MAP kinases in many ccli types [24—30].
Our resuits demonstrate that H202 induces a time
dcpendent incrcase in the phosphorylation of ERKI/2
and p38MAP kinase in mesenterie VSMC, with en
hanced responses in SHR. H202 vas used at a concen
tration of i0 molli, tvhich we previousiy demonstrated,
from full dose—response curves, yieids maximal res
ponses 1221. Although this dose is flot a physiological
concentration, under pathological conditions, such as in
ischaemia—reperfusion injury and in vaseular damage
associated with hypertension, diabetes and atherosclero
sis, vascular H202 ean increase to leveis within the li.molar
range [3 1—33]. MAP kinase effects werc flot immediate,
but were slow and sustained, partieularly in SHR cctls,
with maximal activation occcirring aftcr 10 min stimu
lation. This temporal pattern may reflect the time for ccli
membrane permeabilization of cxogenousiy added H202
or the possibility that H202-indueed MA? kinase res
ponses only become evident once intraeeituiar antioxi
dant systems have bccn saturated. Not ail studies
demonstratcd tise activation of IVIAP kinases by ROS.
In rat aortic smooth muscle cells, ROS did not influence
ERK1/2 phosphorylation [24], and in angiotensin II
stimulated VSMC only p3$MAP kinase vas aetivated
by ROS [6,14,27]. These discrepancies may relate to
differenccs in the species of oxygen-free radicals gcne
rated, the concentration of ROS and intraceilular com
partmentaiization of ROS. Enhanced activation of MAP
kinases by H202 in SHR couid have important functional
consequences because oxidative stress is inereased
in SHR VSMC [34—36] and beeausc ERK1/2 and
p38MAP kinase are critically invoived in VSMC growth
and inflammation [8,371.
Molecular mechanisms undcrlying the H202-stimulated
activation ofMAP kinases in VSMC have flot been fully
elueidated. ROS may influence MAP kinases directly
through oxidation/reduetion of MA? kinases themselves,
or indireetly through upstream regulators, such as PKC,
tyrosine kinases and protein phosphatases. Here we
evaluated tise roic of PKC and tyrosine kinases using a
pharmacological approach.
PKC, a ubiquitously exprcssed famiiy of kinases, com
prise at least 12 isoforms [38,39]. PKC regulatcs many
signaling moiecuies including MA? kinases [40]. The
activation of PKC is redox-sensitive in some, but not ail,
ccli types and sensitivity to ROS appears to dcpend on
speeific isozymes. In the present study, GF109203X, a
selective PKC inhibitor, did not alter H20,-induced
phosphorylation of ERK1/2 and p38MAP kinase, indica
ting that MA? kinase rcgulation by ROS in VSMC occurs
through PKC-independent pathways. In support of otir
findings, others reported that GF109203X does not biock
H202-indueed Akt activation in VSMC [411 and in AlO
VSMC, PKC is an upstream modulator of inereased
ERK1/2 phosphorylation, but not of p38MAP kinase in
response to H202 [40]. However, many studics reported
that PKC is an important intermcdiate in MAP kinase
stimulation by ROS [28,421. The possible reasons for
thesc conflicting rcsults may be a differential regulation
in different ccli types and thc variable activation ofPKC
isoforms by different spccics of frec radicais.
Whcreas ?KC inhibition did not alter MA? kinase status,
the inhibition of tyrosinc kinases with two different
tvrosine kinase inhibitors, tyrphostin A9 and A23, mark
ediy reduccd H20z-induced phosphorylation ofERKI/2
and p38MAP kinase, demonstrating the importance of
tyrosine kinases in MA? kinase activation by ROS in
mesenteric VSMC. To investigate in greater detail which
of the many tyrosine kinases are invoived, we used
selective inhibitors of RTK (EGFR, IGFR, ?DGFR)
and NRTK (Src and JAK2). Previous studies demon
strated that RTK arc targets of ROS, and that activatcd
tyrosine kinases in turn stimulate the generation of ROS
through activation ofNAD?H oxidase 16,16,17]. We and
others rcported that angiotensin II activatcs MAP kinases
in VSI’1C through redox-sensitive pathways involving
EGFR and IGfR transactivation [6]. Saito et al. [431
reported that ?DGFR is aetivated by ligand-independent
transactivation through H202. Hcre we show that seiec
tivc inhibitors of EGFR, ?DGFR and IGFR attcnuate
H,02-induced activation ofERKI/2, but flot ofp38MAP
kinase. Thcse 6ndings suggest that ERK1/2, but not
p38MAP kinase, is regulated by redox-sensitivc acti
vation of RTK. On the other hand, inhibition of tise
NRTK, Src and JAK2, significantly attenuated both
ERK1/2 and p38MAP kinase phosphorylation in WKY
and SHR celis. Mechanisms whereby ROS-rcgulated Src
and JAK2 influence MA? kinases may invoive common
targets upstream of MA? kinases. Aithough it is beyond
the scope of tise prescnt study to identify such targets,
possible candidates includc protcin phosphatases [441,
because (1) these molecules are directly reguiated by
oxidation/reduction through protein modification of
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cysteine residues; (2) protein phosphatases are down
stream of tyrosinc kinases; and (3) MAP phosphatases
are upstream modulators of ERK1/2 and p38MAP kinase.
These aspects await further clarification.
In conclusion, ive demonstrate that in VSMC H202
induces thc phosphorylation of ERK1/2 and p38MAP
kinase through tyrosine kinasc-dcpcndent, PKC
independcnt pathways. Whcreas NRTK arc important
in p38MAP kinase activation by H202, both RTK and
NRTK are important in ERK1/2 activation. Thc up
rcgulation of H202-mediatcd MAP kinase stimulation
may contribute to enhanced signalling by ERK1/2 and
p38MAP kinase in SHR. Our findings highlight the kcy
rolc of tyrosine kinases, rathcr than PKC, in rcdox acti
vation ofMAP kinases and add new mcchanistic insights
into MAP kinase signalling associated with enhanccd
ROS action in hypertension.
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